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Prefácio 


Diante da nova realidade em que se encontra a Engenharia Biomédica no Brasil, temos o 
prazer de convidá-lo à leitura deste livro intitulado “Novas Tecnologias Aplicadas à 
Engenharia Biomédica: Uma Contribuição à Engenharia de Tecidos”, que oferece extratos do 
conhecimento e experiência de vários pesquisadores da área. As contribuições são de 
pesquisadores brasileiros vinculados a IES que abordam, não somente questões técnicas, mas 
questões que lidam com os problemas associados à saúde, buscando contribuir no 
aprimoramento da produção de novos materiais para aplicação em situações vinculadas à 
odontologia e à medicina. 


Os capítulos apresentados neste e-book são decorrentes da construção do conhecimento 
técnico-científico envolvendo professores, pesquisadores e discentes de mestrado e doutorado, 
atuantes no grupo de pesquisa de Sínteses dos Materiais Cerâmicos e no Programa de Pós- 
Graduação em Ciência e Engenharia de Materiais da UFCG, e que contam com a colaboração 
de seus pares na UEPB, UFV, UFPB, UFRN, UFPE, IPQM e UFSP, assim como originados 
de trabalhos apresentados e publicados no CONAPESQ 2019, evento realizado na cidade de 
Campina Grande — PB, no período de 22 a 24 de agosto de 2019, os quais foram selecionados 
pela editora Poisson para publicação. 


Na obra estão apresentados dez capítulos que abordam de forma geral o uso de vários 
biomateriais, por exemplo: a hidroxiapatita, nanopartículas magnéticas e a quitosana. Todos 
eles visam desenvolver nanotecnologia com ênfase em aplicações tais quais carreadores de 
fármacos, biossensores, hidrogéis e regeneradores ósseos. 


O livro foi concebido como um meio que oferece aos pesquisadores, estudantes, engenheiros, 
profissionais em tecnologia, à indústria e às empresas, informações valiosas pela interação 
com tópicos que podem estimular possíveis tecnologias, produtos ou serviços e para 
atualização na área. Isto, estendemos aos interessados como um convite para parceria com a 
academia no Laboratório de Síntese de Materiais Cerâmicos da Unidade Acadêmica de 
Engenharia de Materiais, na UFCG, visando novos protótipos de trabalhos em biomateriais, a 
formação de recursos humanos e a geração de tecnologias futuras. 


E, então, dedicado a explorar o progresso recente de inovações e tecnologias relacionadas aos 
biomateriais, com foco especial no conhecimento e descoberta de materiais magneticamente 
induzidos. Desta forma, esperamos contribuir para a formação de novos pesquisadores, bem 


como torcemos para o sucesso dos envolvidos. 


Aproveitamos para agradecer a todos que colaboraram com entusiasmo e empenho para que o 
livro pudesse ser elaborado, produzido e publicado. 


E, sem dúvida, agradecer a DEUS por permitir que tudo isso fosse possível! 


As organizadoras. 
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Capítulo 1 


OBTENÇÃO DE HIDROXIAPATITA POR 
REAÇÃO DE COMBUSTÃO DA 
SOLUÇÃO PARA APLICAÇÕES 

BIOMÉDICAS 


Hudson de Araújo Batista 

Hugo Miguel Lisboa Oliveira 
Rosemary Cunha de Oliveira Ponciano 
Renally Gomes Araújo 

Francisco Nilson da Silva 

Ana Cristina Figueiredo de Melo Costa 


RESUMO: A hidroxiapatita (HAp) foi sintetizada por meio da síntese por combustão da 
solução contendo os íons precursores. O material foi processado em três diferentes 
temperaturas e posteriormente caracterizado por difração de raios X e refinamento pelo 
método de Rietveld, por microscopia eletrônica de varredura e por espectroscopia no 
infravermelho por transformada de Fourier. O fosfato tricálcico foi identificado nos 
difratogramas de todas as amostras devido à decomposição da fase majoritária, corroborando 
com resultados reportados. Os compostos apresentaram um valor médio de cristalinidade e 
tamanho de cristalito de 85% e 55,82 nm, respectivamente. A condição que produziu a maior 
quantidade percentual de hidroxiapatita foi o processamento utilizando 800ºC. 


Palavras-chave: Hidroxiapatita, fosfatos de cálcio, combustão. 
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1. INTRODUÇÃO 


No passado, não houve desenvolvimento de biomateriais com base em critérios 
científicos. Em vez disso, os dispositivos constituídos por materiais que haviam sido 
sintetizados e fabricados para várias necessidades industriais foram testados de uma forma de 
tentativa e erro in vivo em animais e em humanos. Essas tentativas não planejadas e 
esporádicas tiveram, de certa forma, um sucesso modesto (Dorozhkin, 2017). Os biomateriais 
desenvolvidos durante o período 1960-1980 atraíram muito interesse devido ao seu potencial 
de substituir estruturas anatômicas danificadas ou ausentes por um sintético inerte. Um 
problema com esses materiais inertes é que eles acionam uma resposta ao corpo estranho. A 
partir da década de 1980, os pesquisadores começaram a visualizar biomateriais, 
especialmente na forma de andaimes (scaffolds), como meio de auxiliar a regeneração de 
tecidos danificados ou ausentes. A ideia de regenerar, em vez de substituir, foi uma mudança 
de paradigma liderada por pioneiros intelectuais como Ioannis Yannas, Joseph Vacanti, 
Charles Vacanti, Robert Langer e Stephen Badylak e seus colaboradores (Ratner, 2019). 

Esse grupo de materiais (os biomateriais) de particular aplicação passou de adjuntos 
médicos improvisados que exploravam materiais comercialmente disponíveis para um campo 
formal e multidisciplinar representado por milhares de pesquisadores e sociedades científicas, 
uma infinidade de periódicos, uma indústria próspera e inúmeras aplicações (Williams, 2019). 
Biomateriais atualmente engloba: polímeros, metais, cerâmicas, compósitos e uma variedade 
de novos materiais que surgem com a inovação tecnológica a partir dos materiais tradicionais 
já existentes. Dentro da categoria das biocerâmicas podemos destacar materiais como a ZrO», 
ALOs, TÃO», ZnO e especialmente os fosfatos de cálcio (CaP) que têm sido utilizados com 
sucesso para as diversas aplicações médicas no âmbito da ortopedia e odontologia. 

Dentre a categoria dos CaP, os principais representantes da classe são a hidroxiapatita, 
(Caro(PO4)s(OH), - HAp) de razão Ca/P=1.67 e o fosfato tricálcico ((B-Cas(PO04) - B-TCP) de 
razão Ca/P=1.5, os quais são amplamente empregados por exibirem biocompatibilidade, 
bioatividade, semelhança química com a fase mineralógica de ossos e dentes, não interferem 
nos processos de reparação, não são instantaneamente reabsorvíveis, exibirem estabilidade 
dimensional, facilidade de preparo e inserção (Bouiahya et al., 2019; Ibrahim et al., 2020). 

Para síntese dos CaPºs diversas técnicas são bem descritas com sucesso, tais como: 
precipitação, sol-gel, hidrotermal, deposição eletroquímica, emulsão e reação de combustão. 
Dessas técnicas, destacamos a síntese por combustão em solução por particularmente ser 
atrativa devido a sua simplicidade, baixo gasto energético, amplas opções de combustíveis e 
elevada pureza de seus produtos. Em particular, a síntese por reação de combustão parte de 
uma mistura de reagentes que oxidam facilmente, tais como nitratos e um combustível 
orgânico, tal como sacarose, ureia, carbohidrazida, hidrazida maleica e glicina, que atua como 
um agente redutor. A solução é aquecida até a ebulição e autoignição, ocorrendo uma reação 
rápida e autossustentável, resultando normalmente na obtenção de um pó submicrométrico, 
cristalino e desaglomerado. 

Portanto, o objetivo do nosso trabalho para ser abordado neste capítulo foi sintetizar 
por combustão em solução variando a temperatura empregada no processo a hidroxiapatita e 
avaliar sua estrutura e morfologia visando seu uso para aplicações biomédicas. 
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2. BIOMATERIAL 


Por definição, um biomaterial é uma substância que foi projetada e conformada para 
que, sozinha ou como parte de um sistema complexo, é usada para direcionar, pelo controle 
das interações com os componentes dos sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento 
terapêutico ou de diagnóstico, em medicina humana ou veterinária (Williams, 2009). 

Uma característica marcante do campo dos biomateriass tem sido sua 
multidisciplinaridade. Os pesquisadores Sharp e Langer (2011) propuseram que uma terceira 
revolução na ciência biomédica estaria se aproximando, “onde o pensamento e a análise 
multidisciplinar permitirão o surgimento de novos princípios científicos e onde engenheiros e 
cientistas físicos são parceiros iguais de biólogos e clínicos na abordagem de muitos dos 
novos desafios médicos”. Eles se referiam a essa revolução como "convergência". O campo 
de biomateriais começou com médicos, depois abraçou engenheiros e foi energizado e 
legitimado pela revolução da biologia molecular. Muitos dos praticantes da ciência e 
engenharia de biomateriais podem ser melhor definidos pela convergência (Ratner, 2019). 
Esta é uma grande força do campo. Na Figura 1 está ilustrado a fácil integração de muitas 
disciplinas no campo a que hoje nos referimos como biomateriais. 
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Materiais Mecânica 
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Ciência e En 
genharia 
Metalurgia Engenharia de Química 
Biomateriais 
Ciência das Fe 
Cerâmicas i " molecular 
i a q PIA l * 
superficie pe 


Figura 1. Disciplinas que rotineiramente contribuem para a pesquisa de biomateriais (Ratner, 2019). 


No âmbito da engenharia, sempre que produtos são projetados, fabricados e utilizados 
para os benefícios da sociedade, uma série de especificações para os mesmos são definidas, a 
fim de que funcionem da maneira mais eficaz possível, com a devida atenção aos aspectos 
econômicos e de segurança. Essas especificações são estabelecidas com relação a todas as 
propriedades relevantes, incluindo aquelas determinadas por condições mecânicas, físicas, 
químicas, de fabricação e ambientais; o projeto resultante e a seleção de materiais devem 
refletir o equilíbrio ideal (Yaqub e Min-Hua, 2019). 

Nas áreas de tecnologia médica, essas especificações devem se basear na 
funcionalidade, que determina se um dispositivo pode realmente funcionar como pretendido, e 
na biocompatibilidade, que determina como o dispositivo interage, de forma aguda e crônica, 
com o corpo (Williams, 2019). Embora tenha havido muito progresso no desenvolvimento de 
funcionalidades para o tratamento e diagnóstico de tantos estados de patologias/traumas, isso 


ny 
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não é o mesmo para a biocompatibilidade, onde a especificação adotada atualmente, de 
maneira geral, é que o dispositivo não deve produzir nenhum dano, que fica muito aquém do 
requisito ideal. 

Em aplicações odontológicas, por exemplo, os materiais devem apresentar um 
particular conjunto de propriedades físicas, químicas e biológicas que permitam desempenhar 
a função desejada, além de estimular uma resposta adequada dos tecidos vivos, se for o caso. 
Na Figura 2 está ilustrado a aplicação de um biomaterial na inserção enxerto bucal. 


Figura 2. Captura de uma inserção de enxerto ósseo particulado (Dayube et al., 2017). 


De acordo com a resposta induzida ao meio biológico, os biomateriais podem ser 
classificados em bioinertes, biotoleráveis, bioativos e bioreabsorvíveis (Ebrahimi; Botelho; 
Dorozhkin, 2017). Outra especificação corresponde a subdivisão conforme sua origem, 
natural ou sintética, ou sua composição química (metálicos, cerâmicas, polímeros ou 
compósitos) (Dorozhkin, 2011). 

Os biomateriais cerâmicos são substitutos ósseos inorgânicos de origem sintética, os 
quais apresentam biocompatibilidade. A composição, morfologia e topografia da superfície 
desta classe fornecem uma plataforma osteocondutora para promover a formação de osso ao 
longo da superfície do material de enxertado. Na Figura 3 está ilustra a osteointegração de um 
produto a base de fosfato de cálcio. 


Figura 3. Osseointegração em célula óssea humana sobre a superfície de espuma cerâmica de 
hidroxiapatita (Kohri et al., 1993). 


Es 
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Essas características são importantes, pois exigem que o desempenho de um 
biomaterial seja dependente da resposta do hospedeiro, especialmente, que essa resposta varie 
de uma aplicação para outra. Essa é uma excelente definição contextual, mas, na verdade, é 
apenas um indício de como projetar um material com boa ou mesmo apropriada 
biocompatibilidade (Ratner, 2019). 

O comportamento biológico do produto dependerá principalmente da sua composição 
química, estrutura e propriedades físicas (Al-haddad e Aziz, 2016). Essas respostas são 
facilitadas por listas de materiais conhecidos por terem recebido aprovação regulatória 
anteriormente em tipos semelhantes de situações e por normas internacionais que aconselham 
sobre os testes que poderiam ou deveriam ser realizados (Williams, 2019). 

No contexto de materiais cerâmicos, os fosfatos de cálcio (CaPs) representam uma 
família principal de compostos particularmente relevantes para aplicações biológicas devido à 
sua semelhança química com calcificações que ocorrem naturalmente, como ossos e dentes. 
Essa ocorrência em humanos e em todos os esqueletos de vertebrados - desde cerca de 
milhares e milhares de anos - é o fundamento da biocompatibilidade intrínseca de compostos 
como apatitas e fases relacionadas ao CaP. Assim, explica seu uso extensivo em domínios 
como ortopedia e odontologia, mas também o uso em nanomedicina para aplicações em 
diagnóstico médico ou terapia celular (Pajor; Pajchel; Kolmas, 2019). 


2.1 Fosfatos de Cálcio 


Os fosfatos de cálcio são basicamente constituídos de sais de ácido fosfórico ou 
ortofosfórico e podem ser sintetizados por precipitação a partir de soluções contendo íons 
Ca” e PO4”, sob condições alcalinas ou ácidas. A razão molar entre os átomos de cálcio e 
fósforo (Ca/P) varia entre 0,5 e 2,0 e é usualmente utilizada como forma de classificação dos 
diferentes fosfatos de cálcio. Compostos com maior razão Ca/P apresentam menor 
solubilidade em condições neutras e reduzida taxa de degradação (Tônsuaadu et al., 2012; 
Salama, 2021). Na Tabela 1 estão apresentados alguns fosfatos de cálcio com respeito a sua 
respectiva resposta biológica. 


Tabela 1. Classificação e resposta biológica de compostos de fosfato de cálcio (Supová, 2015). 


Composto Sigla | Fórmula Química | Ca/P | Resposta Biológica 
Metafosfato de cálcio CMP Ca(PO;) 0,5 For aiinidade 
macrofágica 
Pirofosfato de cálcio CPP Ca,P,0; 1 ad pia 
macrofágica 
Fosfato dicálcico anidro DCPA CaHPO, 1 IARA Ea 
macrofágica 
Fosfato dicálcico dihidratado | DCPD CaHPO,.2H,0 1 Eca atiyidáde 
macrofágica 
Fosfato octacálcico ; 
pentahidratado OCP CasH>(PO 4). HO 1,33 Absorvível 
Fosfato tricálcico TCP Cas(PO uy)» 1,5 Absorvível 
Hidroxiapatita HA Caro(POy)s(OH)> 1,67 Ativo biologicamente 
Fosfato tetracálcico TeCP Cas(P0,)O 2 Sem relevância clínica 


Todos os ortofosfatos de cálcio apresentam como composição majoritária três 
elementos químicos: cálcio (estado de oxidação +2), fósforo (estado de oxidação +5) e 
oxigênio (estado redução -2), como parte de ânions ortofosfato. Há uma grande variedade de 
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fosfatos de cálcio em existência, as quais são distinguidas pelo tipo de ânion fosfato 
(Dorozhkin, 2015). Os fosfatos de cálcio que são hidratados, também denominados como 
apatitas, contém íons OH” em sua estrutura. O termo apatita é utilizado para descrever uma 
família de compostos com estrutura similar, mas não necessariamente de composições 
idênticas (Ratner; Hoffman; Schoen, 2004). 

Tradicionalmente, os biomateriais dessa classe eram comumente usados como sendo 
materiais restauradores em odontologia, como coroas, cimento e próteses. Além disso, é 
utilizado principalmente para implantes médicos devido à sua biocompatibilidade, baixas 
condutividades elétricas e térmicas e alta resistência à compressão e corrosão. Devido ao 
exposto, somados ao baixo nível de toxicidade, esse grupo mostra eficiência na formação de 
novo tecido ósseo. Existem diferentes aplicações biomédicas de biomateriais cerâmicos com 
base na bioatividade (Sinhoretti et al., 2013). 

Os principais fosfatos de cálcio disponíveis comercialmente utilizados para reparação 
e substituição do tecido ósseo são a hidroxiapatita e o fosfato tricálcico (Biedrzycka; 
Skwarek e Hanna, 2021). 


2.2 Hidroxiapatita 


A hidroxiapatita (HAp) é um dos principais componentes minerais dos ossos, esmalte, 
dentina e está presente em cálculos urinários e dentários. Como biomaterial, apresenta como 
vantagens a rápida adaptação óssea, não formação de tecido fibroso, reduzido tempo de 
cicatrização e íntima adesão implante/tecido. A limitação deste composto está relacionada à 
sua lenta biodegradação, que ocorre por mecanismos celulares gradualmente após 4 a 5 anos 
de implantação. Este comportamento pode ser atribuído à razão molar Ca/P de 1,67, que torna 
este composto praticamente insolúvel em meios neutros (Dorozhkin, 2015). 

Esta cerâmica quando produzida por reação em alta temperatura é uma forma de 
fosfato de cálcio altamente cristalina. A principal propriedade dessa cerâmica é sua 
semelhança química com a fase mineral do osso. Devido a essa similaridade, ela apresenta 
biocompatibilidade e osteocondução (Al-Haddad e Aziz, 2016). Diferentemente da maioria 
dos biomateriais, as apatitas biológicas formam uma família de compostos bastante 
heterogênea, caracterizada por uma composição química variável e forte afastamento da 
estequiometria. Possui a fórmula química estequiométrica escrita como segue: 
Caro(PO4)s(OH)>, sendo caracterizada pela baixa solubilidade em sistemas aquosos e bastante 
solúvel em soluções ácidas (Tônsuaadu et al., 2012). 

A hidroxiapatita cristaliza-se no sistema hexagonal, grupo espacial P63/m e dimensões 
de célula unitária a=b=9,42 À e c= 6,88 À. A célula unitária da estrutura hexagonal da HAp é 
constituída por 4 íons de cálcio posicionados nos sítios I (Ca 1) e 6 íons cálcio em sítios II (Ca 
ID. Os sítios I (diâmetro de 2Á) são alinhados em colunas, já os sítios II (diâmetro de 3,5 À) 
encontram-se nos vértices de triângulos equiláteros formando um plano perpendicular a 
direção c. Esses diferentes sítios são formados a partir da disposição dos tetraedros dos grupos 
PO, que se dispõe de tal forma que possibilitam a formação de dois canais perpendiculares ao 
plano basal (Elliott; Mackie; Young, 1973). Na Figura 4 está apresentada uma ilustração da 
estrutura esquemática da HAp. 

É também conhecido que em condições particulares de síntese como índice de acidez e 
temperatura/pressão, cristalize-se no sistema cristalino monoclínico, de grupo espacial P2,/b. 
Isso pode ser verificado pelo alongamento do parâmetro de rede b (b = 2a), ou seja, a = 9,56 
Á,b= 18,92 À ec= 6,92 À (Elliott; Mackie; Young, 1973). 
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Figura 4. (a) Projeção da célula unitária do HAP de acordo com o plano (001); (b) projeção 
mostrando o arranjo dos octaedros [Ca(1)Os] na estrutura HAP; (c) projeção mostrando a sequência de 
octaédricos [Ca(1)Os] e tetraédricos [PO4] na estrutura HAP; e (d) projeção mostrando a sequência de 
octaédricos: [Ca(1)Os] e [Ca(2)06] e também tetraédrico [PQO4] na estrutura HAP (Fihri et al., 2017). 


O desempenho biológico de materiais sintéticos para uso biomédico depende de 
parâmetros fundamentais, como composição química, morfologia e biodegradabilidade. A 
análise para confirmação deve ser feita mediante diversas técnicas de caracterização para 
confirmação do produto. Isso porque observa-se com frequência que a síntese da HAp, na 
verdade, é muito comum encontrarmos como resultado a hidroxiapatita deficiente em cálcio 
(CDHA) de fórmula química (Caro-a(PO4)e-v(COs3)(OH).a) ou ainda por aproximação 
((CasHPO,(PO4)60OH)) (Batista et al., 2016). 

A cristalização do material nessa forma pode ser atribuída a propriedades como pH, 
temperatura e tempo de reação. A seguir, com respeito a estabilidade térmica, na Figura 5 está 
apresentada a repercussão desse parâmetro em função das possíveis fases cristalinas que 
podem ser obtidas. 

A literatura propõe que, por vezes, os pós obtidos em técnicas por via úmida 
apresentaram bandas de absorção de OH” e HPO,? no espectro de infravermelho e formação 
bifásica entre B-TCP e HAp, e, a razão entre essas duas fases aumentou com a diminuição da 
razão Ca/P (Cristina; Gehrke; Carbonari, 2007; Zhao et al., 2014; Prakasam et al., 2015). A 
explicação para esse fenômeno decorre de alterações de parâmetros experimentais tais como a 
velocidade da reação, temperatura, pH do sistema, tempo de adição dos reagentes. Como os 
materiais de partida raramente são puros e quimicamente homogêneos, existe dificuldades 
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para se obter um produto final 100% estequiométrico (Kannan et al., 2008). Pode-se observar 
um exemplo deste material bifásico a partir da Figura 6. 


Temperatura/ºC 


0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 


Fluorapatita 1660 ºC é 


Clorapatita | Hexagonal — Monoclínica 1530 ºC e 


Hidroipatta seca 


Ap. Carbonatada: 


Tipo A | Perda de CO, | 
TipoB| | Perda de CO, , Decomposição 
Tipo AB CO, Decomp. 
Bioapatita Perda de CO, 


Figura 5. Eventos térmicos para as apatitas evidenciando as mudanças de fases, perda de grupos 
estruturais, decomposição ou fusão (indicado pelo círculo preto) (Adaptado de Tônsuaadu et al., 
2012). 


Este material sintético, com presença de carbonato na rede cristalina, sofre tensão na 
rede, o que explica o aumento da taxa de dissolução no sistema in vitro quando o CO está 
presente. Esta associação de elementos é mais acentuada nos ossos, que também têm muitos 
outros elementos substituídos na estrutura (Ebrahimi; Botelho; Dorozhkin, 2017). 

Do ponto de vista biológico, o flúor é uma das impurezas mais importantes da 
hidroxiapatita dos tecidos calcificados. Nas hidroxiapatitas de ossos e dentes, os carbonatos 
ocupam sítios dos íons fosfato e dos íons OH numa razão de 10:1. Nas carboapatitas sintéticas 
do tipo A, os íons carbonato localizam-se em canais e ocupam os mesmos sítios que os íons 
hidroxila. Nas carboapatitas do tipo B, os íons carbonato ocupam os sítios dos íons fosfatos. 
As carboapatitas do tipo B têm composição similar ao tecido ósseo e dentário. Os grupos 
carbonatos não alteram a cristalinidade da hidroxiapatita, mas pode acelerar os processos de 
dissolução da estrutura, o que é verificado nas cáries dentárias e nos processos de reabsorção 
óssea (Sheikh et al., 2015). 
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Figura 6. Morfologia do fosfato de cálcio bifásico de composição 60% HAp e 40% B - TCP. Não é 
possível a distinção das fases (Dorozhkin, 2015b). 


Substituições de Ca?” por K' ou Na” não causam alterações no parâmetro de rede, já o 
Mg além de reduzir o parâmetro de rede, também diminui a cristalinidade. Substituições de 
OH' por CI alteram o parâmetro de rede, sem modificar a cristalinidade. As substituições de 
PO; por CO;” são acompanhadas por mudanças no parâmetro de rede que diminuem a 
cristalinidade; e a substituição por HPO4 não altera a cristalinidade, mas aumenta o 
parâmetro de rede no sentido do eixo a (Kannan et al., 2008). 

A razão Ca/P das amostras de hidroxiapatita deve ser severamente controlada para que 
se evite que a obtenção de pós não estequiométricos (Ca/P=1,67) promova a decomposição do 
material em temperaturas mais brandas durante o processo de sinterização. Essa diferença nos 
valores de cálcio e fósforo, além de promover a decomposição do material com consequente 
aparecimento de novas fases, pode também influenciar na cinética de crescimento de cristais e 
na cristalinidade das amostras sintetizadas. As amostras que possuem uma razão Ca/P final 
próxima de 1,67 são ditas como estequiométricas e suas propriedades, notadamente as 
biológicas, são bem discutidas na literatura (Kusnieruk et al., 2016). 

De maneira geral, as apatitas podem ser sintetizadas por diferentes métodos: (Pu”ad et 
al., 2019), sol-gel (Chen et al., 2020), hidrotérmico (Nosrati et al., 2021), micro-ondas (Castro 
et al., 2020), sonoquímico (Pai, 2020), métodos secos: método de estado sólido (Pu"ad et al., 
2020) e método mecanoquímico (Bulina et al., 2020) e reação por combustão em solução 
(Batista, 2020). A síntese por reação de combustão é interessante pelo baixo custo e pureza 
das matérias-primas utilizadas. Na prática, é um termo abrangente designado para reações 
exotérmicas autossustentadas que utilizam energia gerada internamente para produzir 
rapidamente um produto desejado. 

Muitas formas de síntese de combustão tais como síntese de alta temperatura auto- 
propagante (SHS), síntese de explosão, síntese ativada em campo e síntese assistida por 
micro-ondas, têm sido usadas para fabricar produtos que variam desde a cerâmica, 
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intermetálicos e até aos metais para uma grande variedade de aplicações. Recentemente, tem 
havido maior interesse no uso da síntese de combustão da solução (do termo em inglês, SCS) 
como um método para produzir rapidamente materiais como os fosfatos de cálcio para 
aplicações médicas (Vollmer e Ayers, 2012). 

A reação de combustão em solução parte de uma mistura de reagentes que oxidam 
facilmente (tais como nitratos, sulfatos e carbonatos) e um combustível orgânico (tal como 
sacarose, ureia, carboidrazida e hidrazida maleica), que atua como um agente redutor (Firhi, 
2017; Sasikumar e Vijayaraghavan, 2008). A solução é aquecida até a ebulição e autoignição, 
ocorrendo uma reação rápida e autossustentável, resultando normalmente na obtenção de um 
pó fino, seco, geralmente cristalino e desaglomerado. Embora reações redutoras, tais como 
esta, sejam exotérmicas e geralmente conduzam à explosão se não forem controladas, a 
combustão de misturas de nitratos com os combustíveis orgânicos, usualmente, são reações 
autopropagantes e não explosivas (Jain et al., 1981; Bergmann; Berutti; Alves, 2013). A 
geração rápida de um grande volume de gases durante a combustão dissipa o calor do 
processo e limita o aumento da temperatura, reduzindo a possibilidade de sinterização 
prematura entre as partículas primárias. A geração de gases também ajuda a limitar o contato 
entre partes, resultando em um produto mais pulverulento. A seguir, os principais parâmetros 
de combustão que são amplamente investigados na literatura: temperatura, gases gerados, 
relação ar-combustível-oxidante, composição química dos reagentes precursores, entre outros 
(Varma et al., 2016; Dantas et al., 2021). 

No entanto, devem ser consideradas as condições em que é realizada, pois estas 
interferem de forma decisiva nas características finais dos produtos. Alguns parâmetros 
precisam ser controlados, como o teor de combustível, o tempo e a temperatura de combustão 
para garantir a obtenção de pós puros, cristalinos e com formação de aglomerados friáveis, 
adequados para obtenção de produtos de elevada sinterabilidade e microestruturas uniformes 
(Pratihar et al., 2005). 

As características dos pós, como o tamanho de cristalito, a área superficial, a natureza 
da aglomeração, são regidas principalmente pela temperatura de entalpia e chama gerada 
durante a combustão, que por sua vez depende da natureza do combustível e do tipo de 
combustível-oxidante usado na reação (González-Cortés e Imbert, 2013). 

Pesquisas recentes sobre a síntese por combustão da solução investigaram o papel do 
combustível no controle do tamanho de partícula e da microestrutura dos produtos sob 
diferentes proporções combustível-oxidante. A relação combustível-oxidante, no entanto, nem 
sempre é calculada usando uma modelagem termodinâmica e/ou teoria dos propulsores 
(Varma et al., 2016). 

Dentre a extensa lista de combustíveis orgânicos, a glicina (NH>CH,COOH) é 
conhecida por atuar como agente complexante para uma grande quantidade de íons metálicos. 
A molécula possui um grupo de ácido carboxílico localizado em uma extremidade da cadeia e 
um grupo amino na outra. Ambos os grupos podem participar da complexação de íons 
metálicos. Os cátions alcalinos e alcaloides da Terra são mais efetivamente complexados 
pelos grupos de ácido carboxílico, enquanto muitos metais de transição são complexados de 
forma mais efetiva através do grupo amino (Patil et al., 2008). 

A alta solubilidade dos íons metálicos em questão, bem como a alta viscosidade 
relativa da solução precursora, tende a inibir a precipitação de compostos heterogêneos. Os 
aminoácidos tornam-se bipolares (ou anfóteros quando em solução aquosa apresentando 
cargas positivas e negativas). Este caráter bipolar da molécula de glicina em solução pode 
efetivamente atuar como um agente complexante para íons metálicos de vários tamanhos, o 
que ajuda a prevenir a precipitação seletiva e a manter a homogeneidade da composição entre 
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os constituintes. Na síntese de combustão, a glicina serve como combustível durante a reação, 
sendo oxidada por íons nitrato (González-Cortés e Imbert, 2013). 

De maneira análoga a forma descrita anteriormente, outro combustível amplamente 
empregado para síntese de materiais é a ureia (NH;CONH)), que é um combustível atraente 
para originar a formação de pós com tamanhos de cristalitos na faixa submicrométrica. Na 
Figura 7 está apresentada a relação entre a ureia e o nitrato de cálcio, que atua como agente 
oxidante (González-Cortés e Imbert, 2013). 
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Razão entre combustível e oxidante do sistema nitrato de cálcio - fosfato de amônio dibásico - ureia 


Figura 7. Influência da razão entre combustível e oxidante na temperatura máxima de combustão na 
combustão de solução do sistema nitrato de cálcio - fosfato de amônio dibásico — ureia (Adaptado 
Ghosh et al., 2010). 


3. EXPERIMENTAL 
3.1 Procedimento Experimental 


A partir da metodologia adaptada de Gosh e colaboradores (Ghosh et al., 2010) pós de 
nitrato de cálcio tetrahidratado Ca(NO3)2.4H50 e o fosfato de amônio dibásico (NH4)>HPO,, 
empregados como precursores da hidroxiapatita, foram dissolvidos em água destilada a 
temperatura ambiente a fim de produzir soluções mães a uma concentração de 1 mol/L. De 
maneira análoga, foi preparado uma solução mãe do combustível a 1 mol/L, ou seja, a glicina. 
Da solução de nitrato de cálcio foi retirado 20 mL a 1 mol/L e em seguida misturado com 20 
mL da solução de glicina em um agitador magnético, a 120 rotações por minuto, em 
temperatura ambiente. O pH da solução foi ajustado para 10 com uma solução de hidróxido 
de amônio P.A. (NH4,0H). Em seguida, 12 mL a Imol/L da solução de fosfato de amônio 
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dibásico foi adicionado por meio de uma bureta, utilizado uma razão de gotejamento de 2 
mlL/min sob constante agitação. Essas condições produziram uma solução com aglomerados 
que foram tratados com ácido nítrico P.A. (HNOs) 2M, até que o pH da solução atingisse o 
valor 1. Assim, pelo método simplificado dos precursores e explosivos (Jain et al., 1981), a 
razão entre combustível/oxidante, também conhecido como coeficiente estequiométrico 
elementar, foi de de = 1,052. 

Posteriormente, cotas de 30 mL dessa solução foram levadas à mufla fechada em 
cadinho de alumina de 50 mL e tratados termicamente a temperaturas de 500, 650 e 800 “C 
por 30 min. A Equação 1 sugere a formação da hidroxiapatita a partir da metodologia 
supracitada. 


1 0Ca(NO3)>(ag)+ 6(NH4)3HPO4çag,) ar dl 0C,H5NO»(a9,)+7HNOs(ag.) A, 


Car(POs)(OH)69 + 20C0»(9 + 28:No(g) + 2; NO (6) + 02(6) + 655H>0 q) Eq. 1 


3.2 Caracterizações 


3.2.1 Difração de raios X 


As amostras foram caracterizadas por difração de raios X (DRX) para identificar as 
fases formadas e calcular o tamanho do cristalito. O equipamento utilizado foi um 
difratômetro de raios X Bruker, modelo D2 Phaser, Massachusetts, EUA. A varredura foi 
realizada na região de 10 < 20 < 60º, a uma taxa de varredura de 0,016º/min e radiação Cuk,, 
(A = 1,5418 À) aplicando tensão e corrente anódica de 40 kV e 30 ma, respectivamente. O 
software X'Pert High Score Plus (PANalytical, Holanda) foi utilizado para analisar as fases 
cristalinas usando o banco de dados do Powder Diffraction File (PDF-2). A análise 
quantitativa das fases cristalinas foi realizada pelo método de refinamento de Rietveld, com o 
auxílio do software General System Analyzer Structure - GSAS II (Toby e Von Dreele, 2013). 
As estruturas cristalinas iniciais e os parâmetros de rede utilizados foram obtidas a partir do 
código do banco de dados Inorganic Crystal Structure Database - ICSD (034457 para HAp e 
código ICSD: 006191 para B-TCP). Os critérios de convergência do refinamento foram o de 
resíduo padrão ponderado (Rwp) e o Goodness of Fitness (GOF). 


3.2.2 Grau de cristalinidade 


Para determinar a cristalinidade, foi utilizada a varredura 25º < 20 < 35º, onde há a 
presença dos principais picos das fases identificadas. As equações usadas para calcular as 
porcentagens de amorfa e cristalinidade, Equações 2 e 3, respectivamente, foram: 


Área global - Área reduzida 


Y% Região amorfa = x 100 Eq. 2 


Área global 


Yo Cristalinidade = 100 - % Região amorfa Eq. 3 


3.2.3 Tamanho de cristalito 
Após a subtração automática da linha de base, o software DIFFRAC.SUTTE estima o 


tamanho dos cristalitos (Berystalite) por meio da equação de Scherrer (Mccusker et al., 1999) 
que relaciona o alargamento do pico (B) ao tamanho médio do cristalito, conforme a Equação 
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kA 
Btam.cos 0B 


Eq. 4 


Borystallite = 


onde, o comprimento de onda À = 0,154056 nm, que é o comprimento de onda do cobre, Op é 
o ângulo de Bragg, k = 0,91 corresponde à constante de Scherrer para materiais com hábito 
morfológico esférico. No entanto, para poder usar esta fórmula, é necessário conhecer o 
chamado alargamento por difração, Bim, que é o efeito puro devido ao tamanho do cristalito, 
eliminando o aumento devido ao efeito instrumental. Assim, além da amostra de interesse, foi 
utilizado o cério policristalino, que possui alta cristalinidade e foi utilizado como padrão. A 
ampliação de pico da amostra padrão é tomada como uma representação da ampliação 
instrumental e é indicada pelo símbolo (b). O termo B é referido como ampliação 
experimental da amostra em estudo. Para produzir resultados mais confiáveis, curvas de 
correção ou fórmulas aproximadas são usadas para subtrair (b) de (B) (Sasikumar e 
Vijayaraghavan, 2010). A Equação 5 descreve a operação utilizada. 


B=vB2 — b? Eq. 5 
3.2.4 Morfologia 


Os aspectos morfológicos foram analisados por microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) em um Tescan VEGA3, Brno, República Tcheca, operando a 30 kV utilizando as 
seguintes ampliações: 100x, 500x e 2000x. Os pós foram caracterizados sem qualquer 
tratamento. 


3.2.5 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier - Refletância Total 
Atenuada 


Os espectros de infravermelho de reflexão total atenuada (ATR) foram coletados em 
um espectrômetro VERTEX 70FT-IR-BRUKER, Massachusetts, EUA. A taxa de varredura 
empregada foi de 4000-400 em”! com uma resolução de 4 cm! em 32 varreduras. 


4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 


Na Figura 8 estão evidenciados os padrões de difração de raios X teóricos e 
experimentais das amostras obtidas pela síntese por combustão em solução, onde foi possível 
verificar a presença da fase cristalina hidroxiapatita, acompanhada da presença da fase 
segregada, o fosfato tricálcico. 

Verifica-se também que as diferentes temperaturas empregadas não alteraram 
significantemente os padrões. A formação da hidroxiapatita foi atestada pelas presenças dos 
picos principais de difração nos ângulos (20) de 32.00º, 32.41º e 33.02º que harmonizam com 
os índices de Miller de (2 2 1) (11,=0,89,d=2,81 Â),(229) (11=0,91,d=2,77 À)e (-3 
6 0) (1% = 0,91, d = 2,71 À) do padrão de referência (ICSD: 034457). A formação do fosfato 
tricálcico pode ser evidenciada pelos picos principais de difração nos ângulos (20) de 21,87º, 
27,76º e 31,02º que harmonizam com os índices de Miller de (0 2 4) (1/1 = 0,16, d = 4,06 À), 
(214) (WL=0,55,d=3,21 À)e(0210) (1=1,d=k2,88 À) do padrão de referência 


(ICSD: 006191). 
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Intensidade (u.a.) 


ICSD: 034457 - Cayg(PO4)2(0H)> 


ICSD: 006191 - b - Caz(PO4)> 


10 20 50 60 


30 40 
20 (graus) 


Figura 8. Padrões difratométricos das amostras obtidas por combustão com temperatura de (a) 500ºC, 
(b) 650ºC e (c) 800ºC; padrões teóricos utilizados para a identificação das fases cristalinas (d) 
hidroxiapatita e (e) fosfato tricálcico (B-TCP). 


Com base no combustível empregado, isto é, como a rede polimérica é formada pelas 
moléculas orgânicas, é conhecido que a morfologia das partículas e as fases formadas deverão 
ser distintas. A presença dessa fase de fosfato de cálcio associada à hidroxiapatita obtida por 
combustão também foi observada nos estudos de Sasikumar e Vijayaraghavan (2010) e 
Canillas et al. (2017). 

A presença de íons carbonato na estrutura reduz a estabilidade térmica da 
hidroxiapatita, resultando na sua decomposição e levando a formação do fosfato tricálcico 
como segunda fase, conforme relatado por Slosarczyk, Paszkiewicz; Paluszkiewicz (2005). A 
reação que descreve esse fenômeno está apresentada na Equação 6. 


Caro x(HPO 4) (PO 4) (OH)>.x(s, —> (1-X)Caro(PO4)6OHks + 3xCas(PO4)»(5, + xH5O(g | Eq. 6 


onde: O<x<2. 


A cristalinidade dos produtos obtidos pode ser observada na Tabela 2. Conforme os 
valores apresentados, a temperatura de síntese não provocou mudanças significativas na 
cristalinidade das amostras. O valor médio de fração cristalina das três amostras estudadas foi 
de 85,13 + 0,71%, que é superior aos valores obtidos por outras técnicas. Pang e Bao (2003) 
sintetizaram a hidroxiapatita pelo método de precipitação e o maior valor de cristalinidade que 
apresentaram, mesmo após calcinação, foi de 72%. 
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Tabela 2. Percentual de região cristalina e amorfa em função das diferentes temperaturas de 
processamento. 


Cristalinidade (%) 


Código da amostra ea a a ed = Região Região 
pico principal reduzida as 
cristalina amorfa 
500-30 81,92 70,37 85,9 14,1 
650-30 85,52 72,24 84,5 155 
800-30 87,69 74,57 85,0 15,0 


*A área reduzida corresponde à área de varredura 20 menos a região do background. 


A literatura reporta que, além da morfologia das partículas, a cristalinidade é uma 
propriedade que altera o índice de dissolução do biomaterial (Bandyopadhyay et al., 2015). 
Logo, percebe-se que é uma das propriedades fundamentais para aplicações biomédicas, como 
cimentos odontológicos, que contemplem a regeneração óssea. É desejável valores de 
cristalinidade acima de 80% (Conz et al., 2010) para o referido propósito. 

Na Tabela 3, a seguir, estão apresentados os valores de largura a meia altura 
empregados para o cálculo de tamanho cristalito das fases presentes. 


Tabela 3. Tamanho de cristalito das fases presentes em função das diferentes temperaturas de 
processamento. 


an Largura a meia altura - FWHM Tamanho de cristalito (nm) 
Codicodaamosta'= Me SJ CGE IR RES 


HAp “TCP HAp “TCP 
500-30 0,173 0,150 53,80 61,13 
650-30 0,163 0,145 56,30 63,42 
800-30 0,160 0,147 57,38 61,19 


Por não apresentarem significante mudança no tamanho de cristalito, não há 
evidências para indicar que a temperatura seja uma variável para essa propriedade. O tamanho 
de cristalito médio da hidroxiapatita, indicado na Figura 9, está de acordo com os trabalhos de 
Gosh et al. (2008), ou seja, 44 nm, que também investigou a rota de síntese por combustão 
utilizando a glicina, e de Azevedo, Strecker; Júnior (2014), que, pelo método de precipitação, 
obtiveram um valor médio de 48 nm. 


61,91333 


55,82667 ç 


Tamanho médio de cristalito (nm) 


Hap Beta - TCP 
Fases cristalinas 


Figura 9. Tamanho médio dos cristalitos das fases presentes. 
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Na Tabela 4 está exposta a composição quantitativa das fases cristalinas presentes nos 
compostos obtidas em diferentes temperaturas de processamento, com seus respectivos 
valores de resíduo (R,p) e fator de ajuste (GOF). 


Tabela 4. Composição quantitativa em massa das fases cristalinas para diferentes temperaturas de 


processamento. 
Composição 
Ra de fases cristalinas em massa 
Código da amostra (Ym/m) Ryp (Yo) GOF 
Ca,o(POy)(OH), - Cas(PO4) 
500-30 58,59 41,41 8,47 1,47 
650-30 48,28 51,72 9,70 1,61 
800-30 61,60 38,40 9,66 1,62 


De maneira análoga aos outros parâmetros aqui estudados, não foi observado a 
influência da temperatura na composição das fases. A amostra de código 800-30, ou seja, 
processada a 800ºC foi a que exibiu maior quantidade percentual de hidroxiapatita. Além 
disso, o refinamento pelo método de Rietveld indicou que os parâmetros de rede dessa 
estrutura são: a = 9,4203 À, b = 18,7776 À, c = 6,8728 À, a = B = 90º, y = 119,985º, volume 
de célula unitária = 1053,026 e densidade = 2,963 g/emº, indicando, assim, pelo alongamento 
do parâmetro b que esta estrutura cristalizou-se no sistema monoclínico P 2,/b. Para 
comparação, os valores teóricos obtidos do padrão (ICSD: 034457) que foi usado para a 
identificação dessa fase, tem-se: a = 9,4214 À, b= 18,8428 À, c = 6,8814 À, a = B=90º,y= 
120º, volume de célula unitária= 1057,096 e densidade = 3,150 g/em” (Elliott; Mackie; 
Young, 1973). 

A morfologia dos pós sintetizados por combustão foi realizada para todas as amostras. 
No entanto, não é possível distinguir com facilidade a microestrutura quando o material 
sintetizado contém HAp e B-TCP (Dorozhkin, 2015). Dessa forma, para evitar redundâncias, 
serão destacadas, a seguir, as micrografias das amostras que continham maior fração mássica 
de HAp, ou seja, as mesmas amostras evidenciadas no item subsequente. Na Figura 10 estão 
ilustradas as microestruturas dos pós obtidos. 

Não houve mudanças significativas na microestrutura, mesmo nas amostras que foram 
suprimidas, ainda que este trabalho tenha investigado a influência do pH, temperatura da 
mufla e tempo de reação. Aglomerados com diferentes tamanhos foram observados na 
estrutura, uma vez que a técnica por via úmida depende do mecanismo de nucleação- 
agregação-crescimento (Yelten e Yilmaz, 2017). 

O tamanho submicrométrico das partículas e hábito equiaxial, compatível com a 
elevada cristalinidade dos produtos obtidos por combustão, também foi reportado em outros 
estudos (Arsad; Lee; Hung, 2011; Ramakrishnan et al., 2013; Prakasam et al., 2015). Em 
todas as amostras, também não foi possível a distinção de fases cristalinas, ou seja, a 
atribuição de uma morfologia para a HAp e para o B-TCP, fato já reportado por outros autores 
(Ebrahimi e Botelho, 2017; Tirk et al., 2017). 

Com respeito aos espectrogramas de FTIR da Figura 11, foi identificado uma banda 
em 3300 cm” que é característica da vibração de alongamento do grupo estrutural OH da 
hidroxiapatita e outra banda na região de 1644 cm”! atribuída a vibrações de flexão do OH 
(Batista et al., 2016). 
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Figura 10. Microestruturas dos pós obtidos a 500ºC (a), 650ºC (b) e 800ºC (c) por 30 minutos. 


Analisando todos os espectros da Figura 11, foi possível observar que não houve 
diferenças significativas entre as curvas. Uma banda a 3300 cm”! foi identificada e pode ser 
atribuída ao alongamento de vibração do grupo hidroxila (OH), grupo estrutural de 
hidroxiapatita e outra banda na região de 1644 cm”! atribuída às vibrações de flexão de OH 
(Batista et al., 2016). As vibrações de alongamento assimétricas (v3) e simétricas (vi) da 
ligação P-O em PO,” são responsáveis pelas bandas em 1329, 1231, 1127, 1063, 1020 e 981 
em”, respectivamente (Aquilano et al., 2014; Fowler, 1974; Cahpo; Casciani; Condrate, 
1998). As bandas de 820 e 1397 em! foram atribuídas a grupos NO; residuais resultantes de 
precursores de síntese (Chanpimol et al., 2017). As bandas características da vibração 
assimétrica de estiramento (vs) e da flexão fora do plano da ligação CO no grupo CO;” no 
carbonato HAp (CHAp) são observadas em 875 em! e 1503 cm! (Batista et al., 2016; Cahpo; 
Casciani; Condrate, 1998) atribuídos para um segundo carbonato de tipo B (Ghosh et al., 
2010). 

Os produtos obtidos por combustão descritos nesse capítulo podem ser descritos mais 
adequadamente, do ponto de vista de fases cristalinas, como um material bifásico da apatita 
carbonatada e p-fosfato tricálcico. O leitor deve notar que a fórmula utilizada nesse trabalho 
Caro(PO4)s(OH), é empregada para representar a apatita estequiométrica resultante da reação 
de combustão, conforme pode ser verificado na Equação 1. No trabalho dos autores 
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Sasikumar e Vijayaraghavan (2008), Ghosh et al. (2010) e Varma et al. (2016) foram relatados 
apontamentos que a apatita carbonatada foi obtida por reação de combustão em solução de 
(NH;)»HPO,, mesmo sem adição intencional de qualquer fonte de CO”. De acordo com o 
exposto, a possibilidade de cristalização do composto nessa forma cristalina foi descrita na 
Equação 6. 


500-30 


650-30 


Absorbância (u.a) 


1644cm 


1 
3300 em 


800-30 


4000 3500 1500 1000 500 


Comprimento de onda(cm”!) 


Figura 11. Espectros na região do infravermelho com reflexão total atenuada das amostras obtidas 
com diferentes temperaturas de processamento. 


5. CONCLUSÕES 


A síntese por combustão da solução permitiu a obtenção de pós cristalinos constituídos 
por uma fase majoritária de hidroxiapatita (HAp) e uma segunda fase acompanhada, o fosfato 
tricálcico. A presença da segunda fase não planejada é atribuída à atmosfera rica em íons 
carbonato que torna instável a HAp nas temperaturas empregadas nessa metodologia. O valor 
médio calculado de tamanho de cristalitos foi de 55,82 nm. Esse valor pode indicar 
morfologia de hábito equiaxial, compatível com a elevada cristalinidade (> 85%) dos 
produtos obtidos por essa técnica. A condição de processamento que forneceu o melhor 
resultado foi à amostra de código 800-30, produzindo 61,60% de HAp. A apatita identificada 
apresentou vibrações de alongamento assimétricas v; a 1445 cem”, apontando que a 
composição real seja mais próxima da hidroxiapatita carbonatada do tipo B. 
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RESUMO: Neste capítulo foi proposto apresentar a avaliação do efeito da adição de 
hidroxiapatita (HAp) no cimento endodôntico comercial MTA” (Mineral Trioxide Aggregate), 
sendo que o trabalho foi realizado objetivando adquirir uma nova classe de cimentos com 
propriedade osteocondutora. Para este fim, foram realizados estudos de caraterização estrutural 
e morfológica, bem como testes in vitro. Os cimentos endodônticos foram preparados com 
percentuais de 1, 3 e 5% em massa de HAp sintetizada em laboratório pelo método de 
precipitação e posteriormente tratada termicamente a 1300ºC, e, após sinterização, foi 
adicionada ao MTA” comercial. Os cimentos foram caracterizados por difração de raios X 
(DRX), espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), 
fluorescência de raios X (EDX), microscopia eletrônica de varredura (MEV), aspecto 
radiográfico, consistência e tempo de endurecimento. Os novos cimentos endodônticos 
produzidos resultaram em produtos com as mesmas fases cristalinas, bandas de absorção e 
composição química de seus materiais precursores, com radiopacidade (obtidas em cavidades 
de amostras de elementos dentários), consistência e tempo de endurecimento próximo ao MTA 
puro, confirmando que estes novos cimentos são comprovadamente viáveis tecnicamente para 
serem utilizados como um cimento endodôntico. 


Palavras-chave: Mineral trióxido agregado, hidroxiapatita, cimentos endodônticos, 
osteocondução. 
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1. INTRODUÇÃO 


A Odontologia estuda e trata o sistema estomatognático, o qual compreende a face, 
pescoço e cavidade bucal, abrangendo ossos, musculatura, articulações, tecidos moles e 
dentes. Desta maneira, o odontólogo atua na pesquisa, prevenção, diagnóstico e tratamento 
das afecções da cavidade oral e sua relação orgânica do sistema estomatognático citados 
acima, por meio de várias especialidades, dentre elas a endodontia que, atualmente, é 
considerada uma das mais importantes devido aos seus avanços científicos e tecnológicos em 
relação ao aprimoramento das técnicas endodônticas, na obtenção de novos cimentos e 
instrumentos rotatórios. A endodontia é a ciência que envolve a etiologia, prevenção, 
diagnóstico e tratamento das alterações patológicas da polpa dentária e repercussões na região 
apical e periapical (Leonardo, 2008). 

Materiais de preenchimento como o cimento a base de hidróxido de cálcio (Abo El- 
Mal et al., 2019), amálgama (Qurat-ul-ain et al., 2021) IRM — material de restauração 
intermediário (Waãlivaara et al., 2011) e ionômero de vidro (Fumiaki et al., 2021) foram 
usados e analisados como cimentos. Entretanto, a divergência dos resultados dos estudos com 
esses materiais mostrou que até então nenhum deles atendem às características desejáveis de 
um material adequado, com excelente selamento, de fácil manipulação, econômico, 
biocompatível e com capacidade de indução à cementogênese (formação do cimento) e 
osteogênese (formação de um novo osso) (McNamara et al., 2010). 

O agregado de trióxido mineral (MTA) surgiu na década de 1990, sendo utilizado 
experimentalmente durante anos, mas só teve sua aprovação para uso em humanos pela FDA 
(Food and Drugs Administration, USA) em 1998. Comercialmente foi lançado pela Dentsply 
— Tulsa Dental com o nome de ProRoot MTA. Este material reparador é atualmente o mais 
indicado para aplicações na endodontia, porém, apesar de ser um material biocompatível, não 
é osteocondutor (Parirokh e Torabinejad, 2010), mas apresenta um bom selamento marginal 
que por sua vez impede a infiltração irritante oriunda dos tecidos periapicais. A reposição 
tecidual por parte do tecido ósseo ocorre de maneira lenta, principalmente em cirurgias 
parendodônticas e áreas extensas de reabsorção, necessitando assim de um material que 
conduza à neoformação em curto prazo. Associado a toda essa problemática, o custo do MTA 
é alto, o que leva a necessidade de investimentos em pesquisas que tornem este cimento mais 
acessível à população endodôntica em geral, além da necessidade de também torná-lo um 
material osteocundutor, que motiva a crescente busca com o desenvolvimento de novas 
pesquisas. 

Dentro deste universo de materiais, no qual está incluído o MTA, um material que vem 
ganhando destaque em várias aplicações diferentes, seja na medicina, engenharia, química, 
bioquímica e que vislumbra uma gama de novas aplicações específicas são as cerâmicas 
conhecidas como fosfatos de cálcio. Dentre estas cerâmicas, a hidroxiapatita (HAp) é um dos 
fosfatos cuja relação cálcio/fósforo é de 1,67, a qual possibilita propriedades semelhantes ao 
osso humano (Surya et al., 2021). Esta característica levou nos últimos anos, a estudos 
científicos deste material por vários pesquisadores, principalmente para aplicações 
tecnológicas na área de saúde, voltada ao uso clínico, com o intuito de substituir o enxerto 
ósseo autógeno em cirurgias ortopédicas e odontológicas. 

Estudos realizados por E'gues (2005), Araújo et al. (2007), Delfino et al. (2010), 
Garcia (2010) e Aragones (2011), reportam que a hidroxiapatita quando incorporada à 
silicatos, colágenos e proteína morfogenéticas tem melhorado a reparação tecidual de uma 
forma mais natural, o que possibilita boa estabilidade in vivo ao longo do tempo sob 
condições fisiológicas normais. 
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Araújo et al. (2007) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar histologicamente 
os efeitos da colocação da BMP (proteína morfogenética) associada à hidroxiapatita em 
dentina de dentes de ratos. Para a realização deste trabalho foram utilizados 20 dentes de ratos 
machos tipo Wistar com peso entre 300 e 350 gramas. Através do aspecto histológico nas 
lâminas os autores observaram que houve biocompatibilidade entre o material e o tecido 
dentinário, não houve alteração degenerativa nos túbulos dentinários envolvidos no processo 
de preparo em contato com o material utilizado. Em alguns casos, foi possível observar 
aspectos semelhantes à calcificação distrófica sugestiva de um processo de proteção frente à 
agressão do material. Os autores concluíram que a BMP associada à hidroxiapatita é um 
material biocompatível, podendo ser utilizado em dentina. 

Segundo Delfino et al. (2010) as várias cerâmicas de fosfatos de cálcio têm sido 
testadas como agentes de capeamento. Entre elas o P-fosfato tricálcico (B-TCP) e a 
hidroxiapatita (HAp). Os resultados relatados sugerem que a HAp e o TCP não prejudicam a 
polpa dental, sendo efetivas clínico-patologicamente na proteção da polpa dental humana 
exposta e podendo ser usadas com sucesso como material básico na terapia endodôntica. Estas 
cerâmicas podem ser utilizadas na forma particulada, e ao serem misturadas com solução 
salina ou soluções levemente ácidas, podem ser convertidas em fosfato octacálcico ou 
hidroxiapatita carbonatada. A utilização destas cerâmicas baseia-se no fato de que a dentina é 
o melhor protetor da polpa, e que a utilização de materiais capeadores, cujos elementos são os 
mesmos constituintes da dentina possam resultar em benefício pulpar. Assim, os autores 
sugerem que as cerâmicas de fosfatos de cálcio, como HAp e P-TCP, representam uma 
perspectiva futura de opção mais segura na utilização como agentes para o capeamento 
pulpar, apresentando efeitos positivos comparativamente ao hidróxido de cálcio. Estas 
cerâmicas são capazes de manter a viabilidade do tecido e promover uma reparação da 
exposição, além de possuir alta biocompatibilidade, diferente da ação do cimento de óxido de 
zinco (ZnO) e outros materiais disponíveis. A formação da camada superficial de apatita, na 
presença de fluidos pulpares, característica típica de materiais bioativos estimula a formação 
de dentina, porém, ainda há necessidade de novos estudos experimentais, assim como, 
acompanhamento de casos clínicos com sua utilização. 

Weir et al. (2017) investigaram a possibilidade de remineralização (neoformação 
óssea) de lesões de dentina em elementos dentários humano in vitro ocorridas em restaurações 
dentárias, usando nanocompósitos contendo uma mistura de nanopartículas de fosfato de 
cálcio amorfo e fosfato tetracálcico (NACP). A mistura de fosfatos de cálcio foi sintetizada 
pela técnica de spray-drying e incorporados à uma resina composta pela mistura de 
dimetacrilato-bisfenol-A-etoxilado  (EBPADMA) e glicerol-dimetacrilato-promelítico 
(PMGDM). Para uma comparação selecionou-se um grupo controle de tratamento cíclico com 
desmineralização (1 h por dia, pH 4) e remineralização (23 h por dia, pH 7). Todas as 
amostras de elementos dentários foram analisadas por microrradiografia transversal (TMR) 
após 4 e 8 semanas. Após a análise dos resultados, ficou demonstrado pela primeira vez que 
os nanocompósitos à base de NACP foram capazes de remineralizar efetivamente a dentina 
humana desmineralizada in vitro. No entanto, o grupo controle, do tratamento cíclico de 
desmineralização/remineralização por 8 semanas falhou. Por outro lado, os novos 
nanocompósitos à base de NACP alcançaram uma remineralização substancial da lesão 
dentária e a extensão da remineralização da dentina dobrou quando o tempo passou de 4 para 
8 semanas. Acredita-se que essa remineralização está relacionada à capacidade dos 
nanocompósitos à base de NACP liberarem altas quantidades de íons Ca e P, propriedades de 
neutralização de ácido e capacidade de aumentar substancialmente a liberação de íons em pH 
cariogênico baixo, quando esses íons seriam mais necessários para combater a cárie. Desta 
forma, os autores afirmam que os novos nanocompósitos à base de NACP foram promissores 
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para remineralização de restaurações, sendo capaz de proteger as estruturas dentárias e inibir 
cáries secundárias. 

Nosrat et al. (2019) estudaram clinicamente, radiograficamente e histologicamente o 
resultado do tratamento endodôntico regenerativo (RET) em dentes humanos sadios in vivo, 
usando um scafjold construído a partir de uma mistura de colágeno e hidroxiapatita (HAp). As 
amostras foram divididas em 3 (três) grupos: Grupo 1 — pacientes tratados com scafjold + 
sangue do próprio paciente, Grupo 2 — pacientes tratados com scafjold apenas e o Grupo 3 — 
pacientes tratados apenas com o sangue do próprio paciente. Todos os pacientes foram 
acompanhados por um período de 2,5 a 7,5 meses, em que após isso tiveram os dentes 
extraídos e avaliados clínica, radiográfica e histologicamente. Os resultados obtidos 
mostraram que todos os pacientes permaneceram assintomáticos após o tratamento e que 
radiologicamente todos os dentes apresentaram sinais de desenvolvimento radicular. Nas 
amostras do Grupo 1, o exame histológico mostrou formação de tecido mineralizado (nova 
formação óssea) intracanal em torno do scaffold solidificado com tecido cimentício recém- 
formado nas paredes dentinárias. Nas amostras do Grupo 2 observou-se a formação de uma 
lesão periapical, e no Grupo 3, as amostras apresentaram tecidos de origem periodontal 
crescendo na cavidade do canal radicular. Desta forma, os scafjolds de colágeno e HAp 
mostraram um padrão previsível de formação de tecido e mineralização quando usado para 
RET em dentes humanos sadios, sendo assim um material promissor para uso em tratamentos 
endodônticos convencionais. 

Toledano-Osorio et al. (2020) investigaram a cristalinidade e a microestrutura da 
dentina radicular cervical e apical após tratamento com três cimentos endodônticos diferentes. 
Para este estudo, utilizou-se três amostras diferentes, quais sejam: dois cimentos endodônticos 
experimentais à base de hidroxiapatita, o primeiro contendo hidróxido de sódio (calcipatita) e 
o segundo contendo óxido de zinco (oxipatita); o terceiro cimento endodôntico utilizado foi 
uma resina epóxi comercial (AH Plus); utilizou-se ainda como grupo controle a resina guta- 
percha sem cimento endodôntico. As superfícies de dentina foram analisadas por difração de 
raios X e microscopia eletrônica de transmissão após 24 horas do tratamento. A dentina 
cervical radicular tratada com os cimentos endodônticos à base de hidroxiapatita (calcipatita e 
oxipatita) apresentou baixa cristalinidade, alto grau de impurezas e alta quantidade de fase 
amorfa, sendo esta fase amorfa primordial para a remineralização (formação de um novo 
osso) da dentina. Comparando-se a cristalinidade das amostras de dentina tratadas com os 
quatro cimentos endodônticos diferentes observou-se a seguinte tendência: oxipatita > 
calcipatita > AH Plus > guta-percha. De acordo com os autores, a fase amorfa apresentada na 
dentina tratada com calcipatita e oxipatita, sugerem que cimentos endodônticos à base de 
hidroxiapatita são materiais promissores para o tratamento endodôntico uma vez que 
promoveram a indicação de neoformação óssea em apenas 24 h após o tratamento. 

Com base nessa problemática e considerando a capacidade da hidroxiapatita de 
conduzir a neoformação óssea já relatada em pesquisas citadas, propomos no presente estudo 
para este capítulo, incorporar a hidroxiapatita (HAp) no cimento endodôntico MTA, com a 
finalidade de tornar o novo cimento osteocondutor na área da alteração patológica do 
elemento dentário e das cavidades cirúrgicas, visando também que a adição da HAp não altere 
a propriedade de selamento marginal do MTA. 
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2. METODOLOGIA 
2.1 Materiais 
Para a realização desta pesquisa foram utilizados os seguintes materiais: 


> Agregado trióxido mineral (MTA ANGELUS”), 

> Água destilada (H50 ANGELUS”), 

> Hidróxido de cálcio (Ca(OH),) - 95% PA (VETEC), 
> Ácido fosfórico (H;PO4) - 85% PA (VETEC). 


2.2 Métodos 


A hidroxiapatita - HAp ((Ca)j(PO4)s(OH),) foi previamente sintetizada pelo método 
úmido de precipitação (Saeri et al., 2003), que envolve uma reação ácido-base denominada 
neutralização entre as soluções de ácido fosfórico e hidróxido de cálcio com concentrações 
IM. Após a obtenção da pasta viscosa da HAp, esta foi colocada em estufa FANEM modelo 
315 sob 110ºC por 24 horas. Em seguida, o material seco foi macerado em almofariz tipo 
ágata, passado em peneira de malha 200 mesh (74 um) e sinterizada a 1300 C em forno 
convencional marca EDG modelo 3000. Na Figura 1 está apresentado um fluxograma 
esquemático da etapa de obtenção da hidroxiapatita. 
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Os novos cimentos endodônticos propostos neste estudo, foram obtidos usando 
percentual de 1, 3 e 5% em massa de HAp no total do cimento endodôntico comercial (MTA) 
manipulando com H5O destilada, de acordo com a indicação do fabricante. Inicialmente 
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Figura 1. Fluxograma da obtenção da hidroxiapatita (Autores, 2021). 
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foram pesados separadamente o cimento MTA e a HAp utilizando uma balança analítica, e em 
seguida foram misturados manualmente em um cadinho de porcelana com auxílio de uma 
espátula metálica, seguindo as proporções em massa descritas na Tabela 1. Após a mistura, os 
cimentos C3, C4 e C5 foram calcinados a 500ºC por 2 horas para manter uma melhor 
estabilidade dos cimentos. 

A síntese da HAp foi realizada no Laboratório de Síntese de Materiais Cerâmicos 
(LabSMaC). Os ensaios de caracterização (DRX, EDX, MEV) dos materiais desenvolvidos 
neste trabalho foram executados no LabSMaC e no LCM (Laboratório de Caracterização de 
Materiais), ambos pertencentes a Unidade Acadêmica de Engenharia de Materiais, da 
Universidade Federal de Campina Grande (UAEMa/UFCG). Os ensaios de aspecto 
radiográfico (RX), tempo de endurecimento e consistência, foram realizados no Setor de 
Radiologia da Clínica de Odontologia da Universidade Estadual da Paraíba (UEPB). As 
análises foram realizadas conforme descrito a seguir. 


Tabela 1. Nomenclatura adotada para designar os cimentos endodônticos. 


Amostra Cimento 
c1 Agregado trióxido mineral (MTA) 
co Hidroxiapatita (HAp) 
C3 Cimento composto, em massa de: 0,28 g (100%) de MTA e (0,0028 g) 1% de HAp 
C4 Cimento composto, em massa de: 0,28 g (100%) de MTA e (0,0084 g) 3% de HAp 
Cs Cimento composto, em massa de: 0,28 g (100%) de MTA e (0,0140 g) 5% de HAp 


2.2.1 Difração de Raios X (DRX) 


As análises de difração de raios X foram conduzidas em temperatura ambiente em um 
equipamento Shimadzu (XRD-6000) a 40 kV e 30 mA, radiação CuKa = 1,54 À, no intervalo 
de varredura de 20, entre 5 a 70 graus, a uma taxa de 2º/min. A identificação das fases dos 
materiais estudados foi realizada a partir das fichas catalográficas contidas no banco de dados 
JCPDS do Programa XDR Data da Shimadzu (XRD-6000). 


2.2.2 Fluorescência de Raios X (EDX) 


O espectrômetro de fluorescência de raios X é um instrumento que determina semi- 
quantitativamente os elementos presentes em uma determinada amostra. Os espectros de 
fluorescência e a análise semi-quantitativa foram determinados em um equipamento, modelo 
EDX-720. 


2.2.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 


As análises da morfologia das amostras foram realizadas por microscopia eletrônica de 
varredura. As amostras foram dispersas em acetona e desaglomeradas em ultrassom. Uma 
gota da suspensão bem diluída foi depositada sobre o porta-amostra, o qual foi recoberto com 
ouro para realização da análise. Para a análise foi utilizado um microscópio eletrônico de 
varredura (MEV), marca Philips, modelo XL-30 — ESEM. 


Es 


Determinação da Viabilidade Técnica de um Novo Cimento a Base de 


Hidroxiapatita para Uso em Endodontia 


2.2.4 Aspecto Radiográfico (RX) 


O aspecto radiográfico dos cimentos estudados foi determinado tanto em cavidades de 
amostras de elementos dentários (in vitro), quanto em cavidades de fêmures de ratos Wistar 
(in vivo). 

No ensaio in vitro, as análises dos cimentos foram realizadas por tomadas 
radiográficas periapical (Figura 2). O equipamento utilizado foi um aparelho de raios X 
modelo Spectrum-70X Eletronic da marca DABI ATLANT, com angulação de 0º. Com o 
auxílio da técnica de raios X pretendeu-se observar o grau de radiopacidade dos cimentos 
obtidos quando colocados no elemento dentário. O ensaio radiográfico in vivo será detalhado 
na Etapa II, que trata de todos os ensaios in vivo que foram realizados. 

O grau de radiopacidade (aspecto radiográfico) dos cimentos obtidos foi determinado 
em cavidades de amostras de elementos dentários (in vitro). Para isto, as análises dos 
cimentos colocados no elemento dentário foram realizadas por tomadas radiográficas 
periapical (Figura 2), utilizando o um aparelho de raios X modelo Spectrum-70X Eletronic da 
marca DABI ATLANT, com angulação de 0º. 


Figura 2. Tomada radiográfica periapical (Autores, 2021). 
2.2.5 Tempo de endurecimento 


Durante a realização do ensaio de tempo de endurecimento o MTA” e hidroxiapatita 
foram manipulados separadamente de acordo com o recomendado pelo fabricante do MTA*: 
0,28 g do cimento para 2 gotas de água destilada (0,0932 g). Para os cimentos MTA/HAp os 
materiais foram incorporados manualmente misturando-se a HAp ao MTA, utilizando 3 gotas 
(0,1398 g), 4 gotas (0,1864 g) e 5 gotas (0,2330 g) de água destilada para percentuais de 1,3 e 
5% em massa dos cimentos MTA/HAp, respectivamente. Esse material foi então utilizado 
para os ensaios de endurecimento e também de consistência. 

Para a realização dos experimentos de endurecimento todos os materiais estudados 
foram manipulados durante 30 segundos até obter uma mistura homogênea, de consistência 
granular, apresentando aspecto semelhante ao MTA” quanto ao ressecamento do material. 
Foram confeccionados moldes de aço inoxidável, cilíndricos, com diâmetros internos de 10 
mm e espessura uniforme de 2 mm. Os moldes foram fixados em suas faces externas, com um 
auxílio de uma cera, sobre uma placa de vidro de 1 mm de espessura por 25 mm de largura e 
75 mm de comprimento, conforme ilustrado na Figura 3. 
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O conjunto foi mantido a uma temperatura constante de 37 C dentro de uma estufa e 
umidade relativa do ar de 95%. Decorridos 150 + 10 segundos do início da mistura, uma 
agulha tipo Gillmore de 100 g e ponta ativa de 2,0 mm de diâmetro foi colocada verticalmente 
sobre a superfície horizontal do material. A colocação da agulha de Gillmore sobre o material 
foi repetida em intervalos de 60 segundos até a agulha não marcar mais o material testado. 


O tempo de endurecimento dos cimentos foi determinado pelo tempo decorrido entre o 
início da mistura e o momento no qual as marcas da agulha de Gillmore deixaram de ser 
visíveis na superfície dos cimentos testados. Este procedimento de medição foi proposto pelos 
autores Pécora e Sousa Neto, 2005. 
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Figura 3. Moldes de aço inoxidável, cilíndricos e placa de vidro utilizados durante o ensaio de tempo 
de endurecimento: (a) cimentos Cl e C2 e (b) cimentos C3, C4 e C5 (Autores, 2021). 


A consistência de todos os materiais estudados foi avaliada após os mesmos terem sido 
manipulados com a água destilada (fornecida pelo fabricante do MTA”) por 30 segundos e em 
seguida, com um movimento ascendente da espátula, obteve-se uma massa homogênea, de 
consistência arenosa, semelhante ao amálgama, porém mais úmido e em formato aproximado 
de um cone, de onde foi medida a sua altura com o auxílio de um paquímetro digital. 

De acordo com Borges (1998) com relação à manipulação de materiais obturadores, 
um cimento endodôntico ideal é aquele que, após a manipulação com água destilada, permite 
a formação de um fio entre a massa manipulada e a espátula, no momento da obtenção do 
cone. Sugere-se então que, quanto maior for a altura do cone formado pelo cimento melhor 
será a sua trabalhabilidade. 


3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 Difração de raios X (DRX) 

Na Figura 4 estão ilustrados os difratogramas de raios X dos cimentos MTA (C1), 
HAp (C2), MTA/HAplI% (C3), MTA/HAp3% (C4) e MTA/HAp5% (C5). Mediante o 


espectro de difração do cimento Cl (MTA) observa-se a presença das fases silicato de cálcio 
[Cas(S104)0] (ficha cristalográfica 73-2077), da fase alfa do óxido de bismuto [0-Bi,03] 
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(ficha cristalográfica 76-1730) e traços da fase do óxido de alumínio (Al03) (ficha 
cristalográfica 1-1180). As fases identificadas estão em concordância com a composição 
química do MTA (Ledesma et al., 2016). Para o cimento C2, que corresponde a HAp 
sintetizada e calcinada a 1300 “C, observa-se apenas a formação da fase única da 
hidroxiapatita [(Ca)o(PO4)s(OH),] identificada de acordo com a ficha cristalográfica 72-1243 
do banco de dados do JCPDS. Estes resultados encontrados para o cimento C2 estão em 
concordância com os resultados observados por Saeri et al. (2003) quando estudaram a 
obtenção de hidroxiapatita pelo método da precipitação por via úmida. Para os novos 
cimentos preparados a partir da adição de 1, 3 e 5% de HAp ao MTA, designados cimentos 
C3, C4 e C5, respectivamente, observa-se a presença das mesmas fases presentes nos 
materiais precursores — MTA e HAp, que foram: silicato de cálcio, óxido de bismuto e óxido 
de alumínio, provenientes do MTA, bem como a presença da própria HAp. 


- hidroxiapatita 


- Ca (SiO, JO 


20(º) 
Figura 4. Difratogramas de raios X dos cinco cimentos estudados. 


3.2 Fluorescência de raios X (EDX) 


Na Tabela 2 está apresentada a composição química em percentual em peso dos óxidos 
presentes nos cimentos estudados MTA (C1), HAp (C2), MTA/HApI% (C3), MTA/HAp3% 
(C4) e MTA/HAp5% (CS). 


Tabela 2. Análise química por fluorescência de raios X dos cimentos estudados. 


Óxidos (%) c1 (o C3 C4 ts 
CaO 64,9 53,4 66,2 65,1 64,8 
SiO, 15,9 4,0 13,8 12,3 14,5 
Bi,O; 15,6 Ea 13,9 127 11,4 
ALO; 3,0 á 3,3 2,8 3,9 
P,Os ii 41,1 2,6 6,3 4,9 
Fe,O; ú E 0,1 0,1 0,2 
Total 99,4 % 98,5 % 99,9 % 99,3 % 99,7 Go 


*Óxidos presente em forma de traços. 
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Quanto ao cimento Cl observou-se que é composto principalmente por 3 (três) óxidos: 
CaO, SiO; e o Bi,03, apresentando ainda um pequeno percentual de ALLO; e óxidos em forma 
de traços, que podem ser possíveis contaminantes advindos do preparo das amostras. Esta 
composição química está em concordância com os resultados reportados por Mota et al. 
(2010) quando realizaram uma revisão da literatura sobre as propriedades e aspectos 
biológicos do agregado trióxido mineral (MTA). 

Para o cimento C2 (HAp) observou-se a presença de 2 (dois) óxidos principais, o CaO 
e o P,Os, apresentando ainda um pequeno percentual de SiO;> e óxidos em forma de traços. 
Esta composição química está em concordância com os resultados reportados por Lacerda et 
al. (2006) quando avaliaram a síntese e caracterização de matrizes porosas de hidroxiapatita 
para aplicação como fontes radioativas em braquiterapia. Vale ressaltar ainda que a 
composição química encontrada para o cimento C2 está de acordo com a composição química 
dos cálculos teóricos da hidroxiapatita, onde determina-se que é composta por 
aproximadamente 55,8 % de CaO e 42,4 % de P,Os. 

A composição química do cimento C3 (MTA/HAp1IY%) apresentou um aumento da 
quantidade de óxidos provenientes de seus materiais precursores, sendo o CaO e o SiO; 
advindos tanto do MTA quanto da HAp, e enquanto o BizO3 e AlbOs são óxidos componentes 
presentes na composição do MTA e o P,Os proveniente apenas da HAp. De maneira análoga, 
os cimentos C4 (MTA/HAp3%) e C5 (MTA/HAp5%) apresentaram composição química de 6 
(seis) óxidos provenientes dos precursores, MTA e HAp. 

Mediante estes resultados observa-se uma boa correlação entre a composição dos 
novos cimentos (C3, C4 e €5) e os materiais usados como precursores que foi o MTA (Cl) e a 
HAp (C2). Observa-se, porém, que o teor de Bi,O3 e SiO; apresentados nos cimentos C3, C4 
e C5 foram inferiores ao valor presente no MTA (C1), no entanto, vale salientar também que o 
cimento C5 não apresentou a mesma sequência lógica de no percentual da composição de 
ALO; que ocorreu para os cimentos C3 e C4, que foram inferiores ao Cl. Essa variável 
percentual observada também para os outros óxidos ocorreu provavelmente pelo fato do 
equipamento do EDX utilizar um balanço percentual total igual a 100 % para determinar a 
quantidade dos componentes do material em questão e devido à redução de CaO e Bi,O3 no 
C5, havendo assim uma compensação de massa, e, consequentemente, provocando essa 
variação nos valores dos óxidos. 


3.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 


Nas Figuras de 5 a 9 estão ilustrados os resultados morfológicos obtidos por 
microscopia eletrônica de varredura para os cimentos Cl, C2, C3, C4 e €5. 

Na Figura 5 estão apresentados os resultados da microscopia eletrônica de varredura 
para o cimento Cl (MTA), em que se verifica que a sua morfologia é constituída por 
aglomerados com formato irregular e uma distribuição de tamanho estreita, com tamanho 
inferior a 10 um. Os aglomerados são aparentemente formados por partículas pequenas com 
pouca porosidade interpartícula. Esta morfologia também foi observada por Oliveira et al. 
(2007) para o MTA comercial da Angelus, quando realizaram um estudo comparativo entre o 
MTA da Pro-Root e da Angelus e o cimento de Portland. 

Analisando estas micrografias da Figura 6 observa-se que a morfologia do cimento 
C2, é constituída por aglomerados de tamanho menores que 5 um, com uma distribuição larga 
do tamanho e de formato irregular (Figura 6a). Por meio da Figura 6b, 6c e 6d, verifica-se que 
algumas partículas apresentam também morfologia com características esféricas e se 
encontram pré-sinterizadas (com formação de pescoço entre as partículas), e que as mesmas 
se encontram fortemente ligadas. Esta característica é típica de materiais submetidos a 
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tratamento térmico em temperaturas elevadas. Morfologia semelhante à observada neste 
trabalho, hidroxiapatita em forma de aglomerados, também foi observada por Rigo et al. 
(2007) para a HAp, quando estudaram sobre a síntese e caracterização de hidroxiapatita 
obtida pelo método da precipitação. 

Na Figura 7 estão apresentados os resultados da microscopia eletrônica de varredura 
para o cimento C3 (MTA/HAp1%). Por meio das micrografias observa-se que a morfologia 
do novo cimento endodôntico C3 é constituída por aglomerados de partículas com tamanhos 
inferiores a 10 um, com uma distribuição heterogênea de tamanho e de formato irregular, 
características similares ao observado para o cimento Cl, que sugerem permanência das 
características do MTA, uma vez que está presente em maior proporção. Verifica-se na Figura 
Tc que as partículas são aproximadamente esféricas e se encontram também pré-sinterizadas 
como a HAp devido provavelmente ao tratamento térmico após a incorporação de 1% em 
massa HAp no MTA. Observa-se ainda que estas partículas se encontram fortemente ligadas. 


Figura 5. Microscopia eletrônica de varredura do cimento C1: (a) aumento de 1000X, (b) aumento de 
5000X, (c) aumento de 10000X e (d) aumento de 20000X. 


Na Figura 6 estão apresentados os resultados da microscopia eletrônica de varredura 
para o cimento C2 (HAp). 


Figura 6. Microscopia eletrônica de varredura do cimento C2: (a) aumento de 1000X, (b) aumento de 
5000X, (c) aumento de 10000X e (d) aumento de 20000X. 


Figura 7. Microscopia eletrônica de varredura do cimento C3: (a) aumento de 1000X, (b) aumento de 
5000X, (c) aumento de 10000X e (d) aumento de 20000X. 
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Na Figura 8 estão apresentados os resultados da microscopia eletrônica de varredura 
para o cimento C4 (MTA/HAp3%). Por meio da observação destas micrografias observa-se 
que a morfologia do novo cimento C4 é constituída por aglomerados de partículas com 
tamanhos maiores e inferiores a 10 um, com uma distribuição heterogênea de tamanhos e de 
formato aproximadamente esférico (ver Figura 8c) assim como observado na mistura C3. 
Verifica-se também que as partículas apresentam novamente formato aproximadamente 
esférico e se encontram também pré-sinterizadas, como visto no cimento C2 (Figura 6), 
devido ao tratamento térmico de 500 “C por 2 h, indicando uma boa incorporação de 3 % em 
massa de HAp no MTA, uma vez que se observa mais uma vez que as partículas estão 
fortemente ligadas. 

Na Figura 9 estão apresentados os resultados da microscopia eletrônica de varredura 
para o cimento C5 (MTA/HAp5%). Analisando as micrografias verifica-se que a morfologia 
do cimento C5 é constituída também por aglomerados de partículas com tamanhos maiores e 
inferiores a 10 um, com uma distribuição heterogênea em relação ao tamanho e ao formato 
irregular, da mesma forma que foi observado nos C3 e C4. Sendo possível verificar também 
da mesma forma, a presença de partículas com formato esférico devido a pré-sinterização da 
HAp, como visto no cimento C2 (Figura 6), isto por causa, provavelmente, do tratamento 
térmico de 500 “C por 2h após a incorporação de 5% em massa de HAp no MTA,. Observa-se 
também partículas fortemente ligadas, mantendo assim as características das duas fases 
precursoras dos novos cimentos (HAp e MTA). 

Ressalta-se que, analisando conjuntamente as Figuras 7, 8 e 9, referentes aos cimentos 
C3, C4 e €5, observa-se que o tamanho dos aglomerados tendeu a diminuir com o aumento 
do percentual de hidroxiapatita adicionada ao MTA, referente ao cimento C1 (Figura 5). 


Figura 8. Microscopia eletrônica de varredura do cimento C4: (a) aumento de 1000X, (b) aumento de 
5000X, (c) aumento de 10000X e (d) aumento de 20000X. 
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Figura 9. Microscopia eletrônica de varredura do cimento C5: (a) aumento de 1000X, (b) aumento de 
5000X, (c) aumento de 10000X e (d) aumento de 20000X. 


3.4 Aspecto Radiográfico (RX) 


Na Figura 10 estão apresentados os elementos dentários com preenchimento do 
cimento Cl e do C2, assim como a radiopacidade de ambos. 

Na Figura 10a, observa-se o cimento Cl isolado e presente no preenchimento de um 
preparo cavitário. Na Figura 10b observa-se a radiografia periapical do elemento dentário 
apresentado na Figura 10a, onde foi possível observar que o cimento Cl quando fora do 
elemento dentário apresenta um maior índice de radiopacidade, quando comparado ao Cl 
quando está presente no preparo cavitário, isto foi visualizado por meio da alta definição entre 
os contornos do cimento Cl e do elemento dentário. 

Mediante a Figura 10c, observa-se o cimento C2 isolado e também presente no 
preenchimento de um preparo cavitário. Na Figura 10d, observa-se a radiografia periapical do 
elemento dentário apresentado na Figura 10c, onde foi possível observar que o cimento C2 
quando fora do elemento dentário apresenta um menor índice de radiopacidade do que quando 
presente no preparo cavitário, isto foi visualizado por meio da falta da distinção entre os 
contornos do cimento C2 e do elemento dentário. 

Comparando-se o aspecto radiográfico do cimento C2, em relação ao do cimento Cl, 
verifica-se que o cimento C2 apresentou uma radiopacidade menor que a do cimento Cl, uma 
vez que este apresenta em sua composição o óxido de bismuto, o qual é conhecido como 
elemento radiopaco, e é o responsável por proporcionar a radiopacidade do MTA. 
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O RD 
1-Cl; 
2 — Esmalte dentário; 
3-C1 no preparo cavitário; 
4-C2; 
5 — Esmalte dentário; 
6 — C2 no preparo cavitário. 


Figura 10. Aspecto radiográfico do cimento Cl e C2: (a) elemento dentário com preenchimento do 
cimento C1, (b) radiopacidade do cimento Cl, (c) elemento dentário com preenchimento do cimento 
C2 e (d) radiopacidade do C2 (Autores, 2021). 


Na Figura 11 está apresentado o elemento dentário com o preenchimento dos cimentos 
C3, C4 e €5, assim como a radiopacidade dos respectivos cimentos citados. 

Na Figura 11b observa-se a radiografia periapical do elemento dentário apresentado na 
Figura 1la, onde foi possível observar que o cimento C3, quando fora do elemento dentário 
apresenta um maior índice de radiopacidade comparado ao cimento C2 (ver Figura 11d). No 
entanto, levemente inferior à radiopacidade do cimento C1 (ver Figura 11b), característica 
essa que também foi observada quando o cimento C3 está presente no preparo cavitário. 

Na Figura 11d, observa-se a radiografia periapical do elemento dentário apresentado 
na Figura 11c, onde foi possível observar que o cimento C4 quando fora do elemento dentário 
também apresenta um maior índice de radiopacidade quando comparado ao cimento C2 (ver 
Figura 11d). Porém esta radiopacidade encontra-se inferior à radiopacidade do cimento Cl 
(ver Figura 11b), característica essa que também foi observada quando o cimento C4 está 
presente no preparo cavitário. 

Na Figura 11f está apresentada a radiografia periapical do elemento dentário 
apresentado na Figura 1le, onde foi possível observar o cimento C5 no exterior do elemento 
dentário, apresentando ainda um maior índice de radiopacidade se comparado com ao cimento 
C2 (Figura 11d), sendo também inferior à radiopacidade do cimento C1 (Figura 11b), 
observada também para o cimento C5 no interior do preparo cavitário. 

Comparando os 3 (três) novos cimentos entre si, observamos que o cimento C3 
apresentou maior radiopacidade (menor quantidade de HAp) e o cimento C5 apresentou 
menor radiopacidade (maior quantidade de HAp), consequentemente, pode-se inferir que o 
aumento percentual de HAp incorporada ao MTA influencia a sua radiopacidade, tornando a 
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mistura MTA/HAp mais radiopaca do que o MTA puro. Entretanto, pode-se observar uma boa 
radiopacidade para os três cimentos novos C3, C4 e €5, o que foi visualizado por meio da boa 
definição entre os contornos dos cimentos e do elemento dentário. Esta radiopacidade 
intermediária (maior que a do cimento C2 e menor que a do cimento C1) apresentada pelas 
misturas, deve-se à presença da HAp incorporada ao MTA. No entanto, pode-se observar que 
ainda há uma boa definição entre o cimento endodôntico e o elemento dentário, comprovando 
assim que o cimento MTA contendo as três concentrações HAp estudadas (1, 3 e 5%) em sua 
composição apresenta radiopacidade viável para ser utilizado como um cimento endodôntico. 


1-C3, 2 — Esmalte dentário e 3 — C3 no preparo cavitário; 
— €4, 5 — Esmalte dentário e 6 — C4 no preparo cavitário; 
7 — €5, 8 — Esmalte dentário e 9 — C5 no preparo cavitário. 


Figura 11. Aspecto radiográfico dos cimentos C3, C4 e €5. (a) elemento dentário com preenchimento 
do cimento C3, (b) radiopacidade do cimento C3, (c) elemento dentário com preenchimento do 
cimento C4 e (d) radiopacidade do cimento C4, (e) elemento dentário com preenchimento do cimento 
C5 e (e) radiopacidade do cimento C5 (Autores, 2021). 


3.5 Consistência 


Na Figura 12 estão exibas as capturas fotográficas do cimento Cl, antes e após a 
manipulação com a água destilada fornecida pelo fabricante do MTA. 


Figura 12. Consistência do cimento C1: (a) cimento C1 e água destilada fornecida pelo fabricante, (b) 
no momento da manipulação com a água destilada, (c) cimento Cl após manipulação e endurecimento 
e (d) evidenciando a medida observada no paquímetro (Autores, 2021). 
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Observa-se que o cimento Cl (sem manipulação) apresenta uma cor branca com 
opacidade e pouco brilho. Após a manipulação manual de 2 gotas de água por 30 segundos, 
verifica-se que, o cimento Cl apresentou uma consistência de uma massa homogênea de cor 
creme, opaco e de aspecto brilhoso, e com uma trabalhabilidade semelhante a uma massa de 
vidraceiro. A altura do cone obtido foi de 9,05 mm. Após 20 minutos da manipulação foi 
observado que o material apresentou um ressecamento, seguido de endurecimento, porém, o 
material obtido apresentou plasticidade aparente. 

Na Figura 13 estão exibidas as capturas fotográficas do cimento C2, antes e após a 
manipulação com água destilada fornecida pelo fabricante do MTA. 


Figura 13. Consistência do cimento C2: (a) sintetizado em laboratório e água destilada fornecida pelo 
fabricante do MTA, (b) no momento da manipulação com a água destilada, (c) após manipulação e 
endurecimento e (d) evidenciando a medida observada no paquímetro (Autores, 2021). 


O cimento C2, sem manipulação, apresenta uma cor branca, opaca e sem brilho. Após 
a manipulação com 2 gotas de água, semelhante ao MTA por 30 segundos, verifica-se que o 
cimento C2 apresentou uma consistência diferente do cimento Cl, ou seja, o cimento C2 
apresentou uma consistência de uma massa heterogênea (não mistura facilmente), de cor 
branca (com tonalidade para o cinza), opaca e pouco brilhosa. A altura do cone obtida foi de 
7,75 mm. Após 10 minutos da manipulação, verificou-se que o cimento C2 tomou presa, no 
entanto, a mesma não apresentou a plasticidade observada no cimento Cl, o que não 
possibilitou mais a sua manipulação, uma vez que a mesma se fragmentou. Então, 
comparando a consistência observada para o cimento C1 e para o cimento C2, verifica-se que 
o cimento Cl permitiu uma maior trabalhabilidade (indicado pela altura do cone) e levou mais 
tempo para endurecer. 

Na Figura 14 estão exibidas as capturas fotográficas do cimento C3, antes e após a 
manipulação com água destilada fornecida pelo fabricante do MTA. O cimento C3 sem 
manipulação apresenta uma cor creme, com brilho. Desta vez, para que fosse possível a 
manipulação do cimento s fez necessário adicionar 3 gotas de água, já que agora trata-se de 
uma mistura MTA/HAp-1%. Após a homogeneização por 30 segundos, verifica-se que o 
cimento C3 apresentou uma consistência semelhante ao MTA, ou seja, aspecto de uma massa 
homogênea, de cor creme e aspecto brilhoso. A altura do cone obtido foi de 8,96 mm. Após 18 
minutos da manipulação, verificou-se que o cimento C3 tomou presa, com uma plasticidade 
semelhante à observada no cimento C1. Isto indica que a introdução de quantidades pequenas 
de HAp ao MTA, provavelmente reduz o tempo de endurecimento (tempo de presa). 
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Figura 14. Consistência do cimento C3: (a) sintetizado em laboratório e água destilada fornecida pelo 
fabricante do MTA, (b) no momento da manipulação com a água destilada, (c) após manipulação e 
endurecimento e (d) evidenciando a medida observada no paquímetro (Autores, 2021). 


Na Figura 15 estão exibidas as capturas fotográficas do cimento C4, antes e após a 
manipulação com água destilada fornecida pelo fabricante do MTA. 


Figura 15. Consistência do cimento C4: (a) sintetizado em laboratório e água destilada fornecida pelo 
fabricante do MTA, (b) no momento da manipulação com a água destilada, (c) após manipulação e 
endurecimento e (d) evidenciando a medida observada no paquímetro (Autores, 2021). 


O cimento C4 sem manipulação apresenta uma cor creme, de aspecto opaco. 
Novamente, para que fosse possível a manipulação do cimento, foi necessário adicionar água 
(4 gotas), já que agora trata-se de uma mistura MTA/HAp-3%. Após a homogeneização por 
30 segundos, verifica-se que o cimento C4 apresentou uma consistência semelhante ao Cl, ou 
seja, aspecto de uma massa homogênea, de cor creme, aspecto fosco, mais espesso e menor 
plasticidade do que o cimento C3. A altura do cone obtido foi de 8,61 mm. Após 15 minutos 
da manipulação verificou-se que o cimento C4 tomou presa, com uma plasticidade semelhante 
à observada no cimento Cl. 

Na Figura 16 estão exibidas as capturas fotográficas do cimento C5, antes e após a 
manipulação com água destilada fornecida pelo fabricante do MTA. 
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Figura 16. Consistência do cimento C5: (a) sintetizado em laboratório e água destilada fornecida pelo 
fabricante do MTA, (b) cimento C5 no momento da manipulação com a água destilada, (c) cimento C5 
após manipulação e endurecimento e (d) evidenciando a medida observada no paquímetro (Autores, 
2021). 


O cimento C5 sem manipulação apresentou uma cor creme clara, de aspecto opaco, 
assim como o observado no cimento C4. Agora, para que fosse possível a manipulação do 
cimento, se fez necessário adicionar 5 gotas de água, já que se trata de uma mistura 
MTA/HAp-5%. Após a homogeneização por 30 segundos, verifica-se que o cimento C5 
apresentou uma consistência também semelhante ao cimento Cl, ou seja, aspecto de uma 
massa homogênea fosca, de cor creme clara, com aparência de ressecamento e menor 
plasticidade do que os cimentos C3 e C4. A altura do cone obtido foi de 8,54 mm. Após 10 
minutos da manipulação verificou-se que o cimento C5 tomou presa, sendo a sua plasticidade 
ainda semelhante à observada para o cimento Cl. 

Analisando conjuntamente os novos cimentos C3, C4 e C5 diz-se que os três 
apresentaram consistência e trabalhabilidade semelhantes ao cimento C1, que é um material já 
utilizado no mercado como cimento endodôntico, sugerindo assim que, quanto à consistência, 
os novos cimentos obtidos apresentam potencial de utilização na endodontia. 


3.6 Tempo de Endurecimento 


Na Figura 17 estão exibidas as capturas fotográficas obtidas para os cimentos Cl e C2 
no momento da determinação do seu tempo de endurecimento. 

Durante o experimento, o qual seguiu o proposto por Pécora e Sousa Neto (2005) para 
a determinação do tempo de endurecimento dos materiais estudados, observou-se para o 
cimento Cl que, desde o início da manipulação com água destilada até o seu endurecimento 
passou-se 20 minutos, isto foi observado no momento em que a agulha de Gilmore não mais 
imprimiu marcas no cimento Cl, estando este tempo de acordo com o determinado pelo 
fabricante (em torno de 15 minutos). Para o cimento C2, decorreu-se apenas 10 minutos para 
que a agulha de Gilmore não mais imprimisse marcas no cimento C2, determinado assim o 
seu tempo de endurecimento. 


Figura 17. Tempo de endurecimento do C1 e do C2: (a) anéis preenchidos com os materiais Cl e C2 
após o seu endurecimento, verifica-se as perfurações realizadas com agulha de Gilmore nos intervalos 
de 5, 10, 15 e 20 minutos, (b) detalhe do momento da perfuração com a agulha de Gilmore (Autores, 
2021). 


Por meio da observação do tempo de endurecimento dos materiais Cl e C2, pode ser 
observado que o cimento Cl formou uma massa plástica, o que não ocorreu para o cimento 
C2 uma vez que após o seu endurecimento a água incorporada evaporou logo em seguida e a 
mesma voltou ao seu estado físico de pó. Isto pode ser explicado, provavelmente, pelo fato de 
que o cimento Cl possui em sua composição algum componente ligante, o qual não foi 
detectado na análise química relatada na Tabela 2, e que possivelmente não consta na 
composição química do cimento C2. 

Na Figura 18 estão exibidas as capturas fotográficas obtidas para os cimentos C3, C4 e 
C5, no momento da determinação dos seus respectivos tempos de endurecimento. 


Figura 18. Tempo de endurecimento dos cimentos C3, C4 e C5: (a) anéis preenchidos com os 
materiais C3, C4 e C5 após o seu endurecimento, verifica-se as perfurações realizadas com agulha de 
Gilmore nos intervalos de 5, 10, 15 e 20 minutos, (b) detalhe do momento da perfuração com a agulha 
de Gilmore (Autores, 2021). 


Para o cimento C3, observou-se que desde o início da manipulação com água destilada 
até o seu endurecimento passou-se 18 minutos, sendo isto observado no momento em que a 
agulha de Gilmore não mais imprimiu marcas no cimento C3. Para os cimentos C4 e C5, 0 
tempo de endurecimento ocorreu passando-se 15 e 10 minutos, respectivamente, desde o 
início da manipulação com a água destilada fornecida pelo fabricante do MTA. 
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Na Tabela 3 estão contidos, sucintamente, os resultados obtidos para a determinação 
do tempo de endurecimento dos cimentos Cl, C2, C3, C4€e C5. 


Tabela 3. Tempo de endurecimento dos cimentos estudados. 


Cimento Tempo de endurecimento (min) 
ci 20 
c2 10 
c3 18 
C4 15 
Cs 10 


Comparando os três cimentos C3, C4 e C5 com o cimento Cl, observa-se que a 
incorporação da HAp ao MTA ocasionou um decréscimo de 50% no tempo de endurecimento, 
sendo o cimento C5 àquele que apresentou o menor tempo de endurecimento (10 minutos), 
tempo igual ao obtido para o cimento C2, isto se deve, provavelmente, ao fato de que o 
cimento C5 ser àquele que apresenta o maior percentual em massa de HAp (5%), que por sua 
vez possui característica higroscópica. O cimento C3 foi o que apresentou o maior tempo de 
endurecimento (18 minutos), porém, ainda inferior ao do cimento C1 (20 minutos). 

Em suma, quando se compara os três novos cimentos C3, C4 e €5, observa-se que a 
incorporação da HAp ao MTA ocasionou um decréscimo no tempo de endurecimento e na 
plasticidade. No entanto, ressalta-se que como os três novos cimentos apresentaram, após o 
endurecimento, um aspecto de uma massa homogênea com trabalhabilidade semelhante ao do 
MTA, no entanto, com a necessidade de um acréscimo na quantidade de água destilada, 
assim, os cimentos apresentados neste capítulo mostram-se viáveis para serem utilizados 
como um cimento endodôntico. 


4. CONCLUSÕES 


Com base nos resultados pode-se concluir que: a obtenção dos novos cimentos 
endodônticos composto de MTA/HAp, com incorporação de 1, 3 e 5% em massa de HAp ao 
MTA foi realizado com sucesso, uma vez que se comprovou a presença das fases dos 
precursores (MTA e HAp) nos difratogramas dos cimentos C3, C4 e C5. Todos os três 
cimentos novos C3, C4 e C5 apresentaram uma boa radiopacidade, visualizado por meio da 
boa definição entre os contornos dos cimentos e do elemento dentário, comprovando assim 
que o cimento MTA contendo as três concentrações HAp estudadas, apresenta radiopacidade 
viável para ser utilizado como um cimento endodôntico. Em se tratando do teste de 
consistência, os novos cimentos C3, C4 e C5 apresentaram consistência e trabalhabilidade 
semelhantes ao cimento CI(MTA”) sugerindo assim que, quanto à consistência, os novos 
cimentos obtidos também apresentam potencial de utilização na endodontia. Por fim, para o 
tempo de endurecimento, foi observado que os três novos cimentos C3, C4 e C5 apresentaram 
tempo de endurecimento inferior aa MTAº e que após o endurecimento, estes apresentaram 
aspecto de uma massa homogênea com trabalhabilidade semelhante ao do MTAS, 
confirmando mais uma vez que os novos cimentos apresentados neste capítulo são 
comprovadamente viáveis tecnicamente para utilização como cimento endodôntico. 
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RESUMO: Este capítulo tem como objetivo apresentar a obtenção do compósito de 
alumina/fosfato de cálcio (ALOs/CaPS), a sua caracterização e avaliação in vitro do efeito 
como material de reconstrução óssea para aplicação na traumatologia bucomaxilofacial, 
como substituto em casos de perda óssea. Diferentes formulações dos compósitos 
(ALOs/CaP) foram obtidos a partir do processo de impregnação úmida, utilizando o-alumina 
(comercial) e fosfato de cálcio (obtido por co-precipitação). Os compósitos obtidos 
(ALOs/CaPS) foram caracterizados estruturalmente por difração de raios X e então avaliados 
quanto a citotoxicidade in vitro. Os resultados confirmaram a obtenção do compósito com a 
presença da fase principal (matriz) da alumina (a-Alb03) e como fase secundária o 
pirofosfato de cálcio (B-CasP,07). O estudo in vitro (citotoxicidade) indicou crescimento 
celular para todos os compósitos avaliados, incluindo a alumina pura, indicando assim, que 
os compósitos não são citotóxicos. 


Palavras-chave: Compósitos AlL03/CaPs, crescimento celular, biocompatibilidade, cirurgia 
bucomaxilofacial. 
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1. INTRODUÇÃO 


Os biomateriais têm alcançado uma importância crescente devida suas características 
muito apreciadas para a fabricação de novos dispositivos de implantes. À medida que a 
biocompatibilidade chega à vanguarda da medicina, a necessidade pela pesquisa e produção 
de novos biomateriais aumenta. Um biomaterial restaura, repara ou substitui o tecido lesado 
por incorporação direta no local da lesão, com o objetivo de restaurar as características e 
funções do órgão ou tecido lesionado. São inúmeras as propriedades dos biomateriais e, 
portanto, podem ser precisamente adaptados de acordo como as demandas solicitadas. As 
propriedades mais relevantes são as relacionadas às características físicas, químicas, 
mecânicas e estruturais do biomaterial (Varadavenkatesan et al., 2021). 

As características das estruturas responsivas e auto-reparáveis, são um dos principais 
pontos da pesquisa de biomateriais aplicados em cirurgias de reparação e regeneração óssea. 
A busca contínua por melhor desempenho dos biomateriais pode ser especificada por vários 
critérios, incluindo maior bioatividade, menor peso, maior resistência mecânica, menor custo, 
entre outros. Como os biomateriais atualmente usados atingem frequentemente o limite de sua 
utilidade, biocompósitos inspirados na natureza podem superar limitações encontradas nos 
biomateriais tradicionais (Iannotti et al., 2017). 

Em cada situação, os biomateriais devem atender as necessidades específicas de 
biocompatibilidade, uma vez que devem apresentar propriedades físicas e biológicas 
compatíveis com os tecidos vivos hospedeiros, de modo a estimular uma resposta adequada. 
Dentre esses biomateriais, as cerâmicas a base de fosfato de cálcio são materiais promissores 
(Bouiahya et al., 2019; Ibrahim et al., 2020). 

Nos últimos anos, a cerâmica, devido a seus excelentes comportamentos biomecânicos 
e de biocompatibilidade, ganhou grande atenção entre os cientistas e cirurgiões ortopédicos e 
odontológicos (Rahmati e Mozafari, 2019). As biocerâmicas têm a vantagem de mimetizar o 
tecido ósseo, com destaque a alumina (Al03) e zircônia (Zr0») recobertos com fosfatos de 
cálcios (CaPs), os biovidros, dentre outros (Iannotti et al., 2017; Ibrahim et al., 2020). 

Ocorreu o aumento na busca por implantes ósseos nas últimas décadas devido ao 
desenvolvimento tecnológico ocorrido na área da medicina regenerativa e pesquisa por novos 
materiais (Parent et al., 2016; Santos-Coquillat et al., 2021). No campo do desenvolvimento 
de implantes e/ou preenchimentos ósseos, os fosfatos de cálcio (CaPs) se destacam por 
possuírem um perfil biológico altamente atrativo, pois apresentam composição química muito 
semelhante à fase mineral dos ossos e dentes (íons fosfato e cálcio). Podem, então, participar 
ativamente do equilíbrio iônico entre o fluido biológico e a cerâmica, apresentando grande 
habilidade em formar ligações com o tecido hospedeiro sem, no entanto, apresentar toxicidade 
local ou sistêmica, resposta inflamatória ao implante e formação de um envoltório de tecido 
fibroso (Kawachi et al., 2000; Saulacic et al., 2021). 

A alumina, por sua vez, é um dos representantes mais destacados do grupo dos 
materiais cerâmicos especiais. Apresenta uma série de propriedades favoráveis, tais como: 
alta dureza, boa resistência ao desgaste, excelente estabilidade contra o ataque químico e 
oxidação, boa estabilidade térmica e resistência a abrasão. Estas propriedades permitem a 
utilização da alumina como componente para implantes ortopédicos e odontológicos (Rahmati 
e Mozafari, 2019). Outra aplicação da alumina com tamanhos de partículas na escala 
nanométrica visa atender às solicitações do crescente mercado de cerâmicas porosas usadas 
em membranas de ultrafiltração e suportes de catalisador. Nestas aplicações, a alumina na fase 
cristalina alfa (o-AlLbOs) é a preferida, uma vez que este material é quimicamente mais 
resistente do que as outras fases de transição da alumina (Vanderschoot, 2002; Tan et al., 
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Por outro lado, pesquisas científicas também avançam no estudo e desenvolvimento de 
novos materiais que possam resultar em propriedades mais compatíveis para fabricação de 
produtos mais estáveis termicamente e quimicamente, com alta durabilidade e propriedades 
mecânicas, elétricas, magnéticas e ópticas mais pronunciadas, de forma a reduzir o descarte 
no meio ambiente e possibilite a melhoria da qualidade de vida. Associado, tem-se também a 
pesquisa por novos materiais que possam substituir ou reparar parte do corpo humano (os 
biomateriais) e que tem ganhado um forte impulso na última década, visto que tem crescido a 
busca incansável do homem por padrões de vida superiores e pela longevidade, gerando cada 
vez mais a necessidade de alternativas para o reparo e substituição de tecidos vivos vitimados 
por traumas ou patogenia (Abdollahiyan et al., 2021; Rahmati et al., 2020). 

Estes aspectos justificam, em si, a relevância deste trabalho, aliados ao crescimento no 
desenvolvimento de novos materiais para aplicações já existentes e novas aplicações e com 
custo relativamente baixo, especificamente quando relacionados a área da odontologia. 
Assim, o trabalho para este capítulo tem como objetivo apresentar a preparação de compósitos 
de alumina/fosfato de cálcio (Al503/CaPs) e a avaliação de sua citotoxicidade na finalidade da 
possível obtenção de um biomaterial que possa ser utilizado como substituto ósseo na 
traumatologia bucomaxilofacial. 


2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
2.1 Biomateriais 

Biomaterial na terminologia médica é “qualquer material natural ou sintético (que 
inclui polímero, metais e cerâmicas) que se destina a introdução em tecidos como parte de um 
dispositivo médico ou implante”. Já biomateriais em uma perspectiva de saúde, pode ser 
definido como “materiais que possuem algumas novas propriedades que os tornam 
apropriados para entrar em contato imediato com o tecido vivo sem provocar uma rejeição 
imunológica ou reação adversa” (Triplett, 2017). 

Uma das características das ciências dos biomateriais é sua multidisciplinaridade. O 
campo de estudo dos biomateriais iniciou-se com os médicos, depois com os engenheiros e 
foi impulsionado e legitimado pela revolução da biologia molecular (Ratner, 2019). Por 
exemplo, na Figura 1 está ilustrado a integração de muitas disciplinas no campo dos 
biomateriais. 


Ciência e 
Metahngia Engenharia de Sumos 
Biomateriais 


Biologia 
celular e 
molecular 


Ciência da E : 
EA 


Figura 1. Disciplinas que rotineiramente contribuem para a pesquisa de biomateriais (Ratner, 2019). 
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Os biomateriais vêm ganhando cada vez mais destaque por sua importância e a sua 
aplicabilidade no tratamento de doenças em populações em envelhecimento. Pesquisas têm 
sido intensamente realizadas em busca do desenvolvimento de novos biomateriais ou da 
manipulação de estruturas de composição de biomateriais existentes focada em melhorias nas 
propriedades de dispositivos biomédicos, atuando para restaurar, reparar ou substituir o tecido 
danificado, integrando-se a parte problemática de um corpo para aumentar a expectativa de 
vida (Pu”ad et al., 2021). 

Entre as classes dos biomateriais, as cerâmicas são usadas em dispositivos biomédicos 
sendo largamente utilizadas como materiais de implante devido a sua capacidade de ser 
produzido em uma variedade de formas, juntamente com sua alta compressão, força, 
porosidade variável e propriedades bioativas (Pu”ad et al., 2021). 


2.2 Biocerâmicas 


São denominadas biocerâmica, a classe das cerâmicas empregadas no reparo e 
reconstrução de partes danificadas de sistemas biológicos. Sua aplicação foi iniciada de 
maneira empírica na área biomédica no século XX, mas foram nas últimas quatro décadas que 
pesquisas sistemáticas, industriais e universitárias alavancaram o desenvolvimento de novos 
materiais, aproveitando suas propriedades como biomateriais (Rahmati e Mozafari, 2019). 

As características físicas e químicas das biocerâmicas dependem das matérias primas 
utilizadas, do método de processamento e mistura das fases que constituem o pó cerâmico. 
Quando aplicadas no corpo humano as biocerâmicas devem ser atóxicas, não alergênicas e 
não cancerígenas (Almeida, 2018). 

Embora diversas composições de cerâmica já tenham sido testadas para possível uso 
no corpo, porém poucas chegaram à aplicação clínica em humanos devido ao fato de que o 
sucesso clínico requer a formação de uma interface estável entre o material e o tecido 
conjuntivo, além de uma similaridade funcional entre o comportamento mecânico do implante 
e o tecido a ser substituído, sendo que poucos materiais satisfazem esta severa dupla exigência 
(Bouler, 2017). 

Ainda assim, os biomateriais cerâmicos têm sido aplicados nas mais diversas áreas 
como instrumentos de diagnóstico (termômetros, fibras para endoscopia), próteses 
ortopédicas, dispositivos para a reconstrução odontológica e maxilo-facial, válvulas cardíacas, 
traqueias artificiais e preenchimentos ósseos. O grande número de aplicação se deve, em 
grande parte, às propriedades cristalográficas e a superior compatibilidade química das 
cerâmicas com o meio fisiológico e com tecidos rígidos, como ossos e dentes (Pires, Bierharlz 
e Moraes, 2015). 

Sendo assim, destacam-se as biocerâmicas à base de fosfato de cálcio principalmente 
devido a sua alta similaridade na composição química e cristalográfica com minerais ósseos 
humanos, os torna apropriados para usar com implantes ortopédicos (esqueleto humano, ossos 
e articulações) e materiais dentários. Esses materiais apresentam excelente bioatividade, alta 
biocompatibilidade, não são reconhecidos como materiais estranhos no corpo e excelentes 
características de osteocondução (Pu'ad et al., 2021), além de serem atóxicas exibem 
comportamento bioativo e se integram ao tecido vivo pelos mesmos processos ativos na 
remodelação de ossos saudáveis. Isso leva a uma ligação físico-química íntima entre os 
implantes e os ossos, denominada osteointegração (Farias, 2020). 
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2.2.1 Fosfatos de cálcio 


Os fosfatos de cálcio são basicamente constituídos de sais de ácido fosfórico ou 
ortofosfórico e podem ser sintetizados por precipitação a partir de soluções contendo íons de 
Ca”! e PO4” sob condições alcalinas ou ácidas. A razão molar entre os átomos de cálcio e 
fósforo Ca/P varia entre 0,5 e 2,0 e é comumente utilizada como forma de classificação dos 
diferentes fosfatos de cálcio. Compostos com maior razão molar Ca/P apresentam menor 
solubilidade em condições neutras e reduzida taxa de degradação (Tônsuaadu et al., 2012). 
Pode-se ver os tipos de fosfatos de cálcio e suas razões molares na Tabela 1. 


Tabela 1. Classificação de sais de fosfato de cálcio, fórmula química e relação Ca/P (Mondal, 2018; 
Aparecida et al., 2007). 


Fosfato de Cálcio Fórmula Química Ca/P 

Fosfato monocálcico mono-hidratado (MCPM) Ca(H,PO,)..H50 0,50 
Fosfato monocálcico anidro (MCPA) Ca(H,POy)» 0,50 
Fosfato monocálcico mono-hidratado (MCPM) Ca(H,PO,)..H50 0,50 
Metafosfato de cálcio (o, B, y) (CMP) Ca(PO3)» 0,50 
Di-hidrogênio fosfato tetracálcico (TDHP) CaH,PG050 0,67 
Fosfato heptacálcico (HCP) Caj(P50169)» 0,7 
Fosfato dicálcico anidro (DCP) CaHPO, 1,00 
Fosfato dicálcico di-hidratado (DCPD) CaHP0O,.2H,0 1,00 
Pirofosfato de cálcio (CPP) Ca,P,0; LO 
Pirofosfato de cálcio dihidratado (CPPD) Ca,P,05.2H,0 1,0 
Fosfato octacálcico (OCP) CasH-(PO 4). 5H50 1,33 

Fosfato tricálcico a (a-TCP) a-Cas (PO4)» 1,5 

Fosfato tricálcico B (B-TCP) P-Cas (PO), 1,5 

Fosfatos de cálcio amorfos (ACP) ER do jd 
Hidroxiapatita deficiente em cálcio (CDHA) sd o a 1,5-1,67 

Hidroxiapatita (HA, ou HAp) Car(PO)s(0OH) 1,67 
Fluorapatita (FA ou FAp) Caro(POy)sF> 1,67 
Oxiapatita (OA, OAp ou OXA) Cas(PO,)6O 1,67 
Fosfato de sie pe TetCP), mineral Cas(PO,)O 2.0 
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Os fosfatos de cálcio (CaP) são biomateriais indispensáveis nas áreas biomédicas, 
como engenharia de tecidos, administração de medicamentos e em geral na saúde humana. Os 
CaP são o mineral mais comumente encontrados nos tecidos de vertebrados (Salama, 2021) e 
têm sido usados em medicina, principalmente para regeneração de tecidos duros, como ossos 
e dentes. Pode ser preparado com várias fases cristalinas que alteram suas propriedades 
químicas e mecânicas. Como resultado, o fosfato de cálcio tem sido aplicado como um 
mineral inorgânico promissor em cosméticos, distribuição de medicamentos e micro 
contêineres para aplicações farmacêuticas (Salama, 2021). 

Dentre as diferentes formas de CaP, em específico tem sido dada atenção ao TCP 
(Cas(PO04)») e HAp Caro(PO4)(OH),, devido excelente respostas reabsorvibilidade em 
ambientes fisiológicos. A atual indústria de saúde usa as cerâmicas CaP em diversas 
aplicações, dependendo de suas capacidades de reabsorção e bioatividade (Mondal, 2018). 


2.2.2. Alumina 


A alumina, com fórmula AlbOs, existe na natureza sob várias variedades alotrópicas, 
incluindo a variedade a conhecida como coriíndon, que é uma fase termodinamicamente 
estável à temperatura ambiente (Chikh, et al., 2016). A forma mais frequentemente 
encontrada na natureza é o-Al5Os (corindo), além disso, Al/03 pode ser encontrado em muitos 
polimorfos metaestáveis. Pode existir em muitas modificações cristalográficas com 
propriedades diferentes. A alumina em todas as suas formas é um material tecnologicamente 
importante. Há uma grande variedade de revisões dedicadas aos polimorfos de alumina 
resumindo sua estrutura e propriedades em nanoescala (Mavrié et al., 2019). 

A representação gráfica da estrutura atômica do corindo (a-Al,03, grupo espacial R- 
3c), está ilustrado na Figura 2. 


Figura 2. Estrutura Cristalina da o—Al,O; em 3D (Adaptado de Erba et al., 2015). 
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Apresenta uma estrutura cristalina trigonal (ou romboédrica) compreendendo uma 
rede hexagonal de empacotamento fechado, em que os íons Al estão ordenados 
simetricamente em dois terços dos interstícios octaédricos. Na estrutura coríndon os íons AL” 
estão coordenados a seis íons de oxigênio. As camadas A e B contêm íons de oxigênio e a 
camada C contém íons de alumínio (Moraes, 2004). 

A o-AlbOs começa a cristalizar a partir de géis de hidróxido básico em temperaturas 
tão baixas quanto 420 ºC. Se os polimorfos de alumina metaestáveis estiverem presentes, eles 
se transformam na fase a. termodinamicamente estável através de diferentes sequências de 
transição em uma temperatura elevada de recozimento em torno de 1100 ºC (Mavrié, et al., 
2019). Isto amplia o campo de utilização desta fase principalmente em aplicações a 
temperaturas elevadas (800-1200 “C), tal como catalisadores para jatos propulsores, 
conversores de escapamento de automóveis e muitos compósitos. As altas temperaturas de 
transformação sempre resultam no crescimento das partículas da fase alfa e formação de 
aglomerados duros no material. A presença destes aglomerados dificulta a sinterização e 
densificação, prejudicando suas propriedades mecânicas (Baumann et al., 2005). 

O óxido de alumínio tem sido amplamente utilizado por décadas em uma ampla 
variedade de aplicações industriais devido às suas propriedades notáveis, incluindo alto ponto 
de fusão, densidade, resistividade elétrica, dureza, resistência ao intemperismo e baixa 
solubilidade. A Coríndon e seus polimorfos (as chamadas aluminas de transição) também 
exibem propriedades de superfície únicas, que os tornam adequados tanto como catalisadores 
para várias reações, quanto como suporte para outros catalisadores. Além disso, as 
propriedades termodinâmicas do corindo são de particular interesse em estudos calorimétricos 
por constituir um material de referência padrão (SRM-720) para a calibração de alguns 
calorímetros (Erba et al., 2015). 

Alumina é dentre as cerâmicas tradicionais, uma biocerâmica dentária e protética 
clinicamente comprovada, utilizada no tratamento de mãos, fraturas de cotovelo, edentações e 
em antroplastia, que há muito tempo são apreciadas por sua biocompatibilidade, mas muitas 
vezes falham clinicamente devido à falta de ligação direta com o osso, ou seja, 
osseointegração insuficiente (Webster, Siegel e Bizios, 1999; Kalita e Somani, 2010). As 
cerâmicas bioinertes, incluindo alumina e zircônia, têm uma grande estabilidade química com 
propriedades mecânicas excelentes, que após o contato com o tecido ósseo demonstram um 
padrão de "osteogênese de contato". A alumina, também chamada de óxido de alumínio, tem 
sido por muito tempo usada como candidato favorável em próteses articulares ortopédicas 
devido a sua grande resistência à compressão e suas propriedades quimicamente bioinertes 
(Rahmati e Mozafari, 2019). 


2.3. Odontologia bucomaxilofacial 


A recuperação de áreas que sofreram traumas, devido a retiradas de tumores ou devido 
a própria constituição genética do paciente, podem ser feitas por meio dos implantes com 
biocerâmicas que apresentem boa resistência mecânica, biocompatibilidade, bioativos, 
biofuncionalidade e osseointegração. Na odontologia bucomaxilofacial especialmente, tem-se 
regiões que precisam ser recuperadas, por exemplo: o mento (queixo), osso nasal, zigoma e o 
ângulo mandibular (Figura 3). Esta recuperação pode ser feita com as biocerâmicas puras ou 
com compósitos destas biocerâmicas (Ginebra et al., 2010). 

A odontologia bucomaxilofacial engloba tratamentos como: enxertos ósseos, 
transplantes e reimplantes de dentes, dentes inclusos, biópsias, cirurgias com finalidade 
protética, cirurgias com finalidade ortodôntica, cirurgias ortognáticas e tratamento cirúrgico 
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de cistos, afecções radiculares e periradiculares, doenças das glândulas salivares, doenças da 
articulação têmporo-mandibular, lesões de origem traumática na área bucomaxilofacial, mal 
formações congênitas ou adquiridas dos maxilares e da mandíbula e os tumores da região oral 
e maxilofacial (Sotto Maior et al., 2006). 


Figura 3. Regiões implantadas: (a) mento, (b), (c) e (d) seios da face (Kawachi et al., 2000). 


A evolução da implantodontia na última década trouxe consigo a necessidade da 
utilização de técnicas de aumento dos rebordos ósseos maxilares e receptores dos implantes 
dentários, mediante enxertos ósseos e procedimentos para sua expansão (Blatz et al., 2019; 
Ginebra et al., 2010). Dentre esses procedimentos visando o ganho de tecido ósseo, em altura 
e espessura, o enxerto de osso autólogo é o mais utilizado (Khoury e Hanser, 2019). 

As perdas ósseas em odontologia são muito comuns e ocorrem, por exemplo, após 
uma perda parcial ou total dos dentes (Figura 4). Com as extrações, os pacientes passam a 
sofrer de constante atrofia óssea (reabsorção). Ao longo de poucos meses o osso do local da 
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extração perde de 30 a 70 % de sua espessura e altura. Isso significa que a boca murcha, a fala 
é alterada, a mastigação é reduzida, e a expressão facial e o sorriso ficam limitados. A única 
maneira comprovada cientificamente de interromper a perda óssea por falta de função é com a 
adaptação de implantes dentários, que são parafusos de titânio colocados no interior do osso, 
no lugar do dente perdido, e próteses adaptadas sobre eles (Sotto Maior et al. 2006). 


Figura 4. (a) Pré-operatório; (b) orthopantomografia para implante (Sotto Maior et al., 2006). 


Dentre os materiais de opção para a realização de implantes, tem-se o osso alógeno, 
materiais aloplásticos, usualmente a hidroxiapatita e o osso autógeno, que pode ser obtido de 
áreas extrabucais como: osso ilíaco e calota craniana, como também de áreas intrabucais 
como: túber, mento e região retromolar, sendo que o osso autógeno apresenta o padrão mais 
próximo do ideal para a reconstrução desta região (Khoury e Hanser, 2019; Raghoebar et al., 
2005). 

Os enxertos, quanto à sua origem, podem ser: autógenos, quando obtidos do mesmo 
indivíduo, sendo este receptor e doador; alógenos, quando obtidos de outro indivíduo; e os 
heterógenos ou xenoenxertos, que são obtidos de outras espécies. Dentre estes tipos de ossos 
utilizados nas enxertias, o autógeno é o mais compatível e o que mostra melhor resultado 
(Cheng et al., 2010; Khoury e Hanser, 2019). 

Os enxertos autógenos basicamente podem ser de dois tipos, em bloco ou esponjoso 
medular em partículas. Os primeiros constituem peças sólidas, cujas fontes são, por exemplo, 
a crista ilíaca, costela, tíbia ou outro osso adequado. Os enxertos esponjosos-medulares são 
obtidos pela curetagem do osso medular, da medula hematopoiética e do endósteo associado. 
O ilíaco é a localização mais comum para a sua obtenção. A principal desvantagem deste tipo 
de enxerto é a necessidade de outro local cirúrgico para a área doadora, a quantidade limitada 
que consegue coletar, além dos riscos de morbidade com o local doador (Marzola, 2005). 

A maioria dos autores concorda que os enxertos autógenos são a melhor opção para a 
realização das reconstruções faciais (Mullins e Ogle, 2001; Pinto e Doná, 2001; Marzola, 
2005; Cruz, 2006), pois são inertes, não produzem reação imunológica sendo remodelados 
pela reação osteoclástica e formação óssea, apesar de suas limitações e do grande 
desenvolvimento tecnológico em relação aos materiais aloplásticos. 

Os enxertos autógenos, embora tenham propriedades biológicas ideais na maioria dos 
casos, apresentam limitação quanto à quantidade possível de ser retirada, principalmente em 
situações que requeiram um grande volume de enxerto, como nas revisões de artroplastias de 
quadril e cirurgias oncológicas reconstrutivas. Os substitutos ósseos (como hidroxiapatita e 
sulfato de cálcio) vêm sendo estudados e cada vez mais fazem parte da rotina odontológica 
(Barbosa, 2003; Blatz et al., 2019; Marzola, 2005; Khoury e Hanser, 2019). 
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Os enxertos alógenos, também denominados aloenxertos ou homoenxertos, são 
obtidos de outro indivíduo da mesma espécie. Com a finalidade de se reduzir sua 
antigenicidade, faz-se o tratamento da peça, promovendo a destruição das células 
osteogênicas, sendo necessário que o receptor produza esses elementos, tornando-se 
indispensável, portanto, a boa saúde do indivíduo. Elimina assim, a necessidade de outro local 
cirúrgico no hospedeiro, porém não fornece células viáveis para osteogênese (Marzola, 2005). 

Enxertos xenógenos, conhecidos também como xenoenxertos ou heteroenxertos, são 
retiradas espécies diferentes e transplantados a outra. As diferenças antigênicas são bastante 
pronunciadas, implicando num tratamento mais acurado do enxerto para ser evitada a 
rejeição, sendo muito utilizados na cirurgia maxilofacial. Não exige um segundo local de 
intervenção no receptor, porém não fornece células viáveis para a fase I da osteogênese, além 
de ser tratado para a redução da antigenicidade (Ferreira et al., 2007). 

Em se tratando de uma reabsorção óssea severa em mandíbula, os enxertos de aumento 
proporcionam resistência às mandíbulas extremamente deficientes, além de altura e contorno 
de ossos adequados para a colocação de implantes e/ou próteses. Os tipos de materiais 
disponíveis para enxertia incluem o osso autógeno ou alógeno, além de materiais aloplásticos 
(Svanborg et al., 2011). 

Dentro do grupo de materiais aloplásticos, encontra-se os fosfatos de cálcio (CaP) 
classificado como hidroxiapatita (HAp), cujo uso tem se tornado popular para aumento ósseo 
de maxila e mandíbula. O aumento do bordo superior da mandíbula com enxertos ósseos é 
indicado nos casos de grave atrofia, com altura e contorno inadequados para reabilitação, 
além de risco potencial de fraturas (Svanborg et al., 2011). Devido aos casos de reabsorção, 
morbidade na área doadora e necessidade de hospitalização, têm-se empregado materiais 
aloplásticos para a correção de mandíbula atrófica, sendo a HAp o material de escolha e, por 
ser biocompatível e bioativa, ela se une física e quimicamente ao osso. O uso da HAp 
dispensa a cirurgia complementar em área doadora, não ocorrendo à reabsorção do enxerto, 
podendo a cirurgia ser feita a nível ambulatorial. No entanto, às vezes é difícil conter o 
material no local pré-determinado e obter a altura desejada do rebordo. Na Figura 5, observa- 
se o esquema de reconstrução mandibular com enxerto ósseo. 


Figura 5. Esquema da reconstrução mandibular com enxerto ósseo, destacando-se a realização de 
osteotomias para reprodução do contorno anatômico (Powers e Barker, 2000). 
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O tipo de cerâmica aplicada em biomateriais são aquelas de baixa densidade, 
consequentemente de alta porosidade, que são utilizadas em casos em que os pacientes 
precisam de enxertos, pois aceleram a recuperação do tecido removido ou danificado. Isso 
ocorre porque a porosidade do material permite que o tecido invada os poros. A HAp e 
também uma significativa variedade de outras cerâmicas, dentre elas a alumina, já foram 
investigadas quanto suas reações in vitro e in vivo, revelando uma boa compatibilidade com 
células vivas (Rahmati e Mozafari, 2019; Svanborg et al., 2011). 

Neste contexto, no presente capítulo aborda-se a obtenção de biomaterial a partir de 
diferentes formulações de compósitos (Alb03/CaP), a base de a-alumina (comercial) fosfato 
de cálcio (obtido por co-precipitação) e a avaliação quanto a sua citotoxicidade e resistência à 
compressão diametral, com a finalidade do uso como substituto de perdas óssea na 
odontologia bucomaxilofacial. 


3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Materiais 


a) Alumina comercial: ALO:; AKP — 53 Sumitomo Co. Japan, com 99,995 % de pureza, 
tamanho de partícula de 0,2 um e área superficial de 13,6 m?/g; 

b) Hidróxido de cálcio (Ca(OH)>) P.A., fabricado pela VETEC; 

c) Ácido fosfórico (HsPO4) P.A., fabricado pela VETEC,; 

d) Água deionizada (H,0). 


3.2. Métodos 
3.2.1. Obtenção do Fosfato de Cálcio (CaPs) 


O fosfato de cálcio (CaPs) foi sintetizado pelo método de precipitação, envolvendo 
uma reação ácido-base denominada neutralização entre as soluções de ácido fosfórico 
(HsPO4) e hidróxido de cálcio [Ca(OH),] com concentração 1 M, obedecendo a relação de 
fósforo/cálcio = 1,67 (Leite et al., 2018). A solução de hidróxido de cálcio foi submetida à 
agitação constante em um misturador/aquecedor IKAQGRH basic KT/C até atingir a 
temperatura de 80 “C. Em seguida, a esta solução adicionou-se gota a gota a solução de 
HsPO, previamente preparada, agitando constantemente, até que atingisse viscosidade de uma 
pasta que propiciasse um meio adequado para manter em suspensão as partículas do CaPs. 
Depois de atingida a consistência da viscosidade desejada, a solução permaneceu em estufa 
FANEM Modelo 315 a 110 ºC por 24 horas. 

O produto resultante da secagem foi triturado em almofariz de ágata, peneirado em 
malha 100 mesh (150 um) e, foi então calcinado 900 “C por 120 min, em forno marca EDG 
modelo 3000. O produto foi caracterizado e utilizado para preparar as formulações dos 
compósitos. A temperatura de 900 ºC e tempo de 120 min foi escolhida com base nos estudos 
reportados na literatura, que mostram que a partir desta temperatura o fosfato de cálcio 
adquire estabilidade térmica e tamanho de partícula adequado para fornecer interporosidade, o 
que favorece a osteocondução necessária para aplicações biomédicas. 
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3.2.2. Preparação dos Compósitos AlLL0;/CaPs 
Os compósitos de Al;03/CaPs foram obtidos usando percentual de 0, 5, 10, 15,20 e 30 


Y% em massa de CaPs em relação a massa total da ALOs. Os compósitos obtidos foram 
nomeados conforme descrito na Tabela 2. 


Tabela 2. Nomenclatura adotada para designar os compósitos de ALOs/CaPs. 


Nomenclatura % Mássica 
AC 100 % de ALbOs comercial 
5€ 95 % de ALOs e 5 % de CaPs 
10C 90 % de AlLbO3e 10 % de CaPs 
15C 85 % de AbOse 15 % de CaPs 
20€C 80 % de AlbOs e 20 % de CaPs 
30C 70 % de ALOs e 30 % de CaPs 


Para obtenção das formulações dos compósitos de AlL03/CaPs, utilizou-se o seguinte 
procedimento: 


1) Em um becker de 100 mL foi colocado 60 mL de água deionizada e adicionado 30 g 
do pó da mistura de alumina e do CaPs, previamente pesados conforme as 
quantidades descritas na Tabela 2, mantendo-se sob agitação constante durante 30 
minutos em um agitador magnético modelo IKARRH basic KT/C, a temperatura 
ambiente; 


11) A mistura resultante da formulação de cada compósito foi levada à estufa FANEM 
Modelo 315 por 24 horas a uma temperatura de 60 ºC; 


111) Após a secagem, a mistura na forma de pó de Al03/CaPs, foi desaglomerada em 
almofariz de ágata e passada em peneira ABNT 100 (150 um); 


iv) A mistura Al,)03/CaPs de cada formulação foi compactada por meio de prensagem 
uniaxial 75 Mpa, formando pastilha com 10,0 mm de diâmetro e espessura em 
torno de 5 mm em um molde de aço. Após a prensagem uniaxial, as amostras de 
compósitos obtidos foram prensadas isostaticamente com pressão de 260 MPa em 
prensa isostática marca AIP modelo CP 360; 


v) Os compósitos foram tratados termicamente (sinterizados) a 1350 ºC/2h em um 
forno MAITEC, fabricação INTI, modelo FE1600. As condições de sinterização 
foram: taxa de aquecimento 2 “C/min até 400 “C/1h; taxa de aquecimento de 10 
ºC/min até 1350 “C/2h. A temperatura de 1350 “C/2h (Chinelatto et al., 2008) foi 
tomada como referência a temperatura de máxima densificação (taxa de retração 
linear máxima) obtida para a alumina comercial utilizada neste estudo. 


Na Figura 6 está esquematicamente ilustrado o fluxograma do processo de obtenção 
dos compósitos Al,03/CaPs, de forma simplificada. 
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Estufa a 60ºC/24he 
Desaglomerado 100 mesh 


Prensagem isostática Prensagem uniaxial 75 
de 260 MPa MPa 


1350ºC/2h, com uma taxa de 
aquecimento de 10ºC/min 


Pastilhas de 10 mm 
de diâmetro e 5 mm 
de espessura > ' | Amostras de 1,5x 5 mm 


' 


Figura 6. Fluxograma do processo de obtenção dos compósitos Al03/CaPs (Autores, 2021). 


3.2.3. Caracterização dos Compósitos Alb0;/CaPs 
3.2.3.1 Difração de Raios X 


As amostras e os compósitos foram caracterizados quanto à estrutura cristalina por 
difração de raios X, utilizando equipamento LAB X Ray Difractometer 6000 da Shimadzu, 
com radiação monocromática de cobre. A varredura foi realizada na região de 20 = 10 a 85º, 
usando uma velocidade de 2º/min e radiação Cuka (A = 1,5418 À) gerada aplicando-se 
voltagem e corrente de 35 KV e 15 ma, respectivamente. A partir dos dados de difração foi 
realizada a identificação das fases formadas utilizado o programa (Pmgr) da Shimadzu e para 
obtenção das fichas cristalograficas padrões foi acessado o banco de dados JCPDS. 


3.2.3.2 Compressão Diametral 


O ensaio de compressão diametral consistiu na aplicação de um carregamento por 
compressão em amostras cilíndricas de 10 mm de diâmetro e 5 mm espessura, cuja relação 
comprimento/diâmetro foi entre 1 e 2, de modo que o diâmetro da amostra (corpo de prova) 
era o dobro da altura. O carregamento foi aplicado em planos paralelos, diametralmente 
opostos. 

Esta configuração de carga gera um plano de tensões de tração razoavelmente 
uniforme no plano perpendicular ao da aplicação da carga. O ensaio de resistência à tração 
por compressão diametral seguiu a norma ASTM 384-02. Na Figura '7 está exemplificado um 
esquema do teste realizado no corpo de prova (Schalch, 2003). 

A resistência à tração por compressão diametral foi calculada pela Equação 1, sendo o 
a resistência à tração por compressão diametral (MPa), P a carga máxima obtida no ensaio 
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(kN), D o diâmetro do corpo-de-prova (mm), e L a altura do corpo-de-prova (mm). Os ensaios 
foram realizados no Laboratório de Construção e Ambiência do Departamento de Engenharia 
de Biocompósitos, Pirassununga/USP. 


O, = Eq. 1 


Fissura nO 
vertical A q / 
| = 

«— 

<— 

e 

“q 


L = Comprimento 
EU TE do corpo de prova 
E D = Diâmetro do 
| Pp corpo de prova 
| 


Figura 7. Representação esquemática do ensaio de compressão diametral até a fissura (Schalch, 
2003). 


3.2.3.3 Ensaio de Citotoxicidade In Vitro 


Buscando avaliar a viabilidade do uso dos compósitos ALOs3/CaPs como substituto de 
perdas óssea na odontologia bucomaxilofacial, foi então averiguado a análise in vitro por 
meio de ensaios de citotoxicidade. Este método representa uma simulação in vitro da filtração 
e difusão dos compósitos na forma de disco em placas de cultivo celular. Foi utilizada uma 
câmara pulpar laboratorial, “In Vitro Pulp Device” (IVPD), fazendo o cultivo de células 
odontoblastóides MDPC-23. Para quantificar o material e/ou seus componentes que se 
difundem através do compósito (disco), foram utilizados radioisótopos para marcar o material 
experimental e medir a concentração do material difundido por espectrofotometria (Costa e 
Souza, 2005). 


3.2.3.4 Análise da Viabilidade Celular Utilizando MTT 


Para avaliação da viabilidade celular dos macrófagos foi utilizado o método de MTT 
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difenil-tetrazólio], baseado na capacidade que as 
células viáveis têm de clivar o anel tetrazólico presente no MTT pela ação de enzimas 
desidrogenases presentes na mitocôndria ativa das células, formando cristais de formazana 
(sal de coloração arroxeada e insolúvel em água), a partir da redução do tetrazólio MTT 
(Costa e Souza, 2005). Desta forma, a redução do MTT a formazana é diretamente 
proporcional à atividade mitocondrial e a viabilidade celular. Na Figura 8 está representado 
um esquema da reação de redução do MTT a formazana (Pedrosa, 2013). 


MTT Formazana [EEAA 
fd 


Figura 8. Representação esquemática da reação de redução do MTT a formazana (Pedrosa, 2013). 
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Avalia-se a viabilidade celular partindo do princípio que as células viáveis, uma vez em 
contato com o MTT, metabolizam o tetrazólio de metiltiazol na mitocôndria, utilizando 
enzimas ativas, havendo um acúmulo de cristais de tetrazólio ou formazana, e estes se acumula 
no interior da célula e após a lise celular confere ao meio uma coloração azul, que pode ser 
detectado pela leitura da absorbância em 540 nm, com filtro de referência em 620 nm, 
conforme recomendado por Mosmann (1983), utilizando-se a técnica de espectroscopia de 
absorção na região do visível. Sendo assim, quanto maior a leitura no espectrofotômetro maior 
o percentual de células viáveis, em relação às não viáveis. 

Para a realização dos testes de citotoxicidade foram prensadas amostras dos 
compósitos Al;03/CaPs na forma de disco com 4 mm de diâmetro em prensa hidráulica marca 
Carver com 5 toneladas, de modo a se obter o tamanho adequado para ser inseridos em placas 
de 24 poços de fundo chato para cultura celular. Foram utilizados um controle positivo (látex 
com 1 cm?) material citotóxico e controle negativo (papel de filtro com 1 cm?) com 100 % de 
viabilidade celular (não citotóxico). O crescimento celular sem a imersão dos compósitos foi 
monitorado para a validação do teste. Todas as amostras usadas como controle positivo e 
controle negativo apresentaram a mesma área das amostras de AlL03/CaPs. Todas as amostras 
foram esterilizadas utilizando luz ultravioleta por um período de 24 horas antes da realização 
dos testes. Os tempos de incubação das amostras variaram entre 24 e 48 horas. 

Suspensões das linhagens celulares L-929 nas concentrações de 1x10” células/mL 
foram semeadas em volumes de 0,3 mL nas placas de cultura de 24 poços de fundo chato e 
0,47 mL de MEM. As placas foram incubadas por 24 horas, a 37 “C em atmosfera úmida com 
5 % de CO; para a formação da monocamada celular. Depois deste período, foram 
adicionadas as amostras dos compósitos, o controle positivo e o controle negativo. Os testes 
foram realizados em quintuplicata. 

Para a leitura do MTT, após o período de incubação (24 e 48 horas), os poços foram 
lavados com 300 uL de solução tampão de fosfato de sódio (PBS). Em seguida, colocado 200 
uL de MTT numa concentração final de 0,5 mg/mL de MTT-formazana, deixando-as 
incubadas por um período de 1 hora em estufa, sobre proteção da luz. Após esta etapa, retirou- 
se o MTT, e colocou-se 400 uL do solvente dimetilsulfóxido (DMSO, Merck, Alemanha) 
sobre os precipitados de formazana. Posteriormente, a placa foi mantida em agitação por 30 
minutos para a solubilização dos cristais de formazana. 

A leitura da absorbância dos cristais de formazana, diretamente proporcionais à 
quantidade de células viáveis, foram medidas utilizando um leitor de ELISA Spectra Count 
com comprimento de onda de 570 nm. Leituras do branco foram também realizadas para 
determinação do sinal de fundo (background). 

Os dados foram normalizados conforme a seguinte fórmula especificada na Equação 2 
para o cálculo da viabilidade celular (VC). 


á — AC-AB 
% VC = RAR 100 Eq. 2 


Onde: VC é a viabilidade celular, AC a absorbância das células dos compósitos, AB 
absorbância do branco e ACCP a absorbância das células do controle positivo. 


3.2.3.5 Análise Estatística para Citotoxicidade 


Os dados estão apresentados em gráficos com médias e desvios padrão utilizando um 
número total de cinco amostras. Para a análise estatística do estudo de citotoxicidade foi 
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utilizado o programa Graph Pad Prismf%, onde se utiliza a análise de variância a 2 critérios (2- 
Way Anova) comparando as amostras com o controle negativo para a citotoxicidade (papel de 
filtro) material com 100 % de viabilidade celular (não citotóxico) e em relação aos seus 
respectivos tempos de incubação. As diferenças foram consideradas significantes entre os 
grupos quando apresentaram valores de significância de 5 % (p < 0,05), 1% (p < 0,01) ou 0,1 
Y (p < 0,001), sendo p o erro considerado no programa. 


3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 


Os difratogramas de raios X das aluminas comercial e das 5 (cinco) formulações dos 
compósitos Al03/CaPs sinterizados a 1350 “ºC encontram-se ilustrados na Figura 9. 
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Figura 9. Difratogramas de raios X dos compósitos sinterizados a 1350 ºC: (a) AC, (b) 5€, (c) 10C, 


(d) 15€C, (e) 20C e (f) 30C. 
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Observa-se na Figura 9a, a presença da fase cristalina romboédrica da o-ALOs 
identificada pela ficha cristalográfica JCPDS 075-0783, sob a forma do mineral corindon. Os 
compósitos foram formados com adição do CaP, como identificados nos difratogramas 
(Figuras 9b a 9f), em que foi observada a presença da fase majoritária a-Al,O3 e a presença 
da fase cristalina tetragonal do pirofosfato de cálcio - CPP (B-Ca>P+07) identificada de acordo 
com a ficha JCPDS 009-0346. 

É importante ressaltar que o CaP identificado nas amostras dos compósitos de CaP, 
apresentaram características similares, indicando que a sinterização a 1350 ºC não alterou a 
estrutura do fosfato, no entanto, quanto maior a porcentagem de CaP inserida na formulação 
do compósito, mais evidentes, mais intensos os picos referentes a fase B-CazP,07, 

Em relação a resistência à compressão diametral da alumina comercial (AC) e dos 
compósitos Al03/CaPs (5C, 10C, 15€, 20C e 30C) sinterizados a 1350º C, estes foram 
medidos e os valores obtidos estão ilustrados na Figura 10. 
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Figura 10. Valores experimentais médios da resistência à compressão diametral da AlbO e dos 
compósitos AL03/CaPs. 


Observa-se que a alumina (amostra AC), apresentou a maior compressão diametral de 
(114,92 + 16,5 MPa) entre as amostras avaliadas, e a introdução do CaPs na matriz alumina 
proporcionou uma redução nos valores da compressão diametral em 15, 63, 75, 77 e 81 %, 
para os compósitos 5€, 10€C, 15€, 20C e 30C, respectivamente. 

O compósito com maior concentração de CaPs (30C), apresentou menor valor de 
compressão diametral de 21,86 + 8,8 Mpa. Esta redução acentuada, observada na compressão 
diametral com a introdução do CaPs, pode ser explicada pelo aumento da porosidade, assim 
como pelo aumento no tamanho de grão e heterogeneidade na microestrutura com o aumento 
do CaPs na matriz de alumina. 

Comparando o valor de resistência à compressão diametral dos compósitos, verifica-se 
que se encontra dentro da faixa de valores reportados para biocerâmica HAp porosa (2-100 
MPa) relatado pelos autores Suchanek e Yoshimura (1998). Estes valores também se 
encontram dentro da faixa de valores de resistência à compressão reportados por Stok et al. 
(2011), quando estudaram substitutos ósseos registrado na Holanda para uso no trauma e 


Es 


Avaliação da Citotoxidade em Compósito Al,)03/CaPs visando Uso na 


Cirurgia Bucomaxilofacial 


cirurgia ortopédica. Os valores reportados por estes autores foram na faixa de 1 - 55 MPa 
dependendo do tipo de fosfato de cálcio no material comercial. 

Além disso, em se tratando dos compósitos 15€C, 20C e 30€C, quando da avaliação em 
termos de resistência mecânica à compressão do osso humano trabecular, pode-se dizer que os 
valores obtidos no trabalho para este capítulo, estão dentro da faixa de valores de resistência à 
compressão por cisalhamento, reportada por Sanyal et al. (2012), que foi de 1 - 30 MPa. Os 
demais compósitos 5C e 10C apresentaram valor superior de resistência à compressão 
comparado com o osso humano. 

No entanto, os valores encontrados neste estudo para os compósitos de Al03/CaPs 
com menores teores de CaPs (5€C e 10C), estão também compatíveis com os valores de 
resistência a compressão encontrados para o osso cortical de crianças e adultos, os quais 
foram reportados por Óhman et al. (2011), que foram entre 50 e 180 MPa para crianças, e, na 
faixa de 120 a 250 MPa para adultos. 

Assim, diante do que é reportado na literatura estudada, pode-se dizer que os 
compósitos obtidos e apresentados neste capítulo, são todos promissores para aplicação na 
traumatologia bucomaxilofacial, visto que possuem resistência mecânica compatível com a 
resistência mecânica à compressão referente ao osso humano. 

Os resultados de controle negativo e controle positivo para citotoxicidade e análise de 
viabilidade celular para a alumina e os compósitos Al503/CaPs, utilizando o MTT (brometo 
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difenil-tetrazólio, estão ilustrados na Figura 11. Observa-se 
que os grupos de AC (correspondente a Al5O3 pura sem adição de CaPs) e dos compósitos 
5C, 10€C, 15€C, 20C e 30€C não apresentam citotoxicidade se comparados ao controle negativo 
(papel de filtro). No entanto, para os testes de viabilidade celular utilizando o MTT, verifica- 
se claramente que o controle positivo para a citotoxicidade (luva de látex) apresentou 
citotoxicidade, ocorrendo morte celular. Após 24 horas de incubação, o controle positivo 
ocorreu um decréscimo de 47 % no número de células viáveis, valor este que aumentou para 
62 % após 48 horas. 


E Controle negativo 
[ ] Controle positivo 


Viabilidade Celular (%) 


24 horas 48 horas 


Figura 11. Viabilidade celular obtida para os compósitos: como controle positivo para a 
citotoxicidade - luva de látex e como controle negativo para a citotoxicidade - papel de filtro. 
Amostras coletadas com on =5.*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 
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A amostra correspondente a Al5O3 pura, assim como os compósitos com adição de 
CaPs, não apresentaram diferenças estatísticas significantes em relação ao controle após 24 
horas de exposição, mesmo verificando que os compósitos 5C, 15C e 20C apresentaram 
viabilidade celular acima do controle negativo. No entanto, após 48 horas de incubação, 
verificaram-se diferenças estatísticas significantes para todos os grupos analisados, sendo 
mais significativa (p < 0,01) para a amostra AC e os compósitos 5C e 10C. Para os 
compósitos 15€C, 20€C e 30C a viabilidade foi superior, mais próxima à viabilidade celular 
apresentada pelo controle negativo. Todos os compósitos, de forma geral, apresentaram 
valores maiores de viabilidade celular em relação ao controle negativo, podendo ser sugerido 
que os compósitos em estudo possam estar estimulando a proliferação celular. 

Na Tabela 3 estão apresentados os valores de viabilidade celular determinados para os 
compósitos, usando como controle positivo para a citotoxicidade a luva de látex e como 
controle negativo para a citotoxicidade o papel de filtro, em período de incubação de 24 e 48 
horas. Pode-se verificar que para o tempo de incubação de 24 horas, todos os compósitos 
apresentaram viabilidade celular, visto que estatisticamente foram próximos ao valor de 
viabilidade celular do controle negativo. Ressaltando um aumento de 4,0; 6,0 e 4,0 % para os 
compósitos 5€, 15€C e 20€, comparando ao controle negativo. 


Tabela 3. Valores de viabilidade celular (VC) para os compósitos controle positivo (CP) e controle 
negativo (CN) para período de incubação de 24 e 48 horas. 


VC - Período VC em relação VC em relação 


e VC - Período de MEAN ao CN - ao CN - 
P 24 horas (%) (%) período de 24 período de 48 
E horas (%) horas (%) 

AC 97+8,33 143 + 1,39 - 3,0 30,0 
5C 104 + 1,81 123 + 1,87 4,0 19,0 
10C 97 + 2,02 146 +2,02 -3,0 32,0 
15C 107 + 1,88 109 + 0,55 6,0 8,0 
20€ 100 + 2,88 104 + 1,00 4,0 4,0 
30€ 95+2,54 109 + 2,99 -5,0 8,0 

Controle negativo 100 + 1,05 100 + 0,97 0,0 0,0 

Controle positivo 53+1,51 38+2,29 47,0 -62,0 


Analisando o tempo de incubação de 48 horas, verifica-se que todos os compósitos 


apresentaram viabilidade celular superior ao controle negativo, destacando-se a amostra AC e 
os compósitos 5C e 10C com percentual de aumento de viabilidade celular em relação ao 
controle negativo de 30; 19 e 32 %, respectivamente. Os resultados mostram que a AC é um 
material não citotóxico assim como os compósitos ALO3/CaPs. 


5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 


e O método de precipitação possibilitou a obtenção com sucesso das partículas de 
pirofosfato de cálcio - fase B-CazP,05; 
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e As diferentes formulações dos compósitos de AlL03/CaPs também foram obtidas com 
sucesso pelo método de impregnação úmida, como confirmados pelos difratogramas 
com a presença da fase majoritária da alumina a-Al,O3 e a fase secundária B-CazP,07; 

e O compósito com maior concentração de CaPs (30 %) mesmo apresentando o menor 
valor de resistência a compressão diametral de 21,86 MPa em relação aos outros 
compósitos, indica ainda valor promissor para utilização em implantes na região 
bucomaxilofacial, que são áreas densas e que necessitam de valores relativamente 
bons de resistência mecânica para evitar a fratura do implante por impacto; 

e O estudo in vitro (citotoxicidade) indicou crescimento celular para todos os implantes 
avaliados, sendo que o compósito com 10 % de CaPs apresentou maior viabilidade 
celular (32 % em comparação ao controle negativo); 

e Todos os compósitos de CaPs estudados foram viáveis para utilização na 
traumatologia bucomaxilofacial como substituto de perda óssea. 
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RESUMO: A dermatologia busca materiais que sejam biocompatíveis, seguros e 
economicamente viáveis para preenchimento de partes moles do organismo, como por exemplo, 
nos preenchimentos subdérmicos de defeitos faciais, inclusive em pacientes portadores de 
lipoatrofia pelo vírus do HIV. Neste capítulo propôs-se apresentar a formulação de um 
compósito contendo 70% de hidrogel de carboximetilcelulose e glicerina e 30% de 
hidroxiapatita, o qual se assemelha ao produto comercial existente no mercado para uso 
dermatológico. Durante o desenvolvimento do trabalho, os produtos obtidos foram investigados 
quanto as suas características físicas e espectroscópicas. A HAp monofásica foi sintetizada com 
sucesso pelo método de precipitação. Analisou-se o produto comercial referido pelas técnicas de 
caracterizações citadas e seus resultados comprovaram que este material é formado por uma 
amostra contendo 30% de HAp cristalina e monofásica, envolvida por um hidrogel composto de 
uma mistura de glicerina, água e carboximetilcelulose, com viscosidade visual e tempo de 
secagem bem definidos a temperatura ambiente. Compararam-se os dados do produto comercial 
padrão Radiesse? com os dos compósitos obtidos, bem como se adotaram medidas 
comparativas de viscosidade visual e tempo de secagem entre eles. Os compósitos experimentais 
foram obtidos com sucesso, utilizando-se em sua formulação hidroxiapatita sintetizada ou 
calcinada a 900 “C e apresentaram entre si, apenas mudanças relacionadas ao tamanho de 
cristalito, com comportamento semelhante em relação às demais caracterizações. Os compósitos 
experimentais apresentaram características semelhantes ao produto comercial padrão referido, 
exceto quanto ao tempo de secagem, podendo ser melhorados e avaliados futuramente em 
estudos in vitro e in vivo para verificar seus comportamentos biológicos. 


Palavras-chave: Hidroxiapatita, carboximetilcelulose, preenchedores cutâneos, RadiesseO. 
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1. INTRODUÇÃO 


Com a valorização da melhoria estética, os tratamentos não invasivos têm crescido 
dentro da Dermatologia como opções suplementares e complementares à cirurgia plástica. 
Entre eles o preenchimento de partes moles ou tecido conjuntivo, juntamente com a 
desnervação química induzida por neurotoxina. Os avanços nessa área, têm resultado no 
desenvolvimento de materiais biocompatíveis, duradouros e seguros. Dentre os materiais 
empregados para tais fins, classificam-se em autólogos, ou seja, coletados do próprio paciente 
em que serão implantados (gordura autóloga, colágeno e fibroblastos) e heterólogos 
(sintéticos, naturais e mistos), onde se destacam o gel de polimetilmetacrilato (PMMA), o 
ácido hialurônico (HA), o ácido polilático (PLA), o colágeno suíno ou bovino (COL) e a 
hidroxiapatita de cálcio (HAp) (Cohen et al., 2006; Hwang et al., 2021; Jeong et al., 2016; 
Mandal et al., 2020; Zennifer et al., 2021). 

Desses materiais citados, a hidroxiapatita apresenta características promissoras para 
várias aplicações biomédicas iniciadas há mais de 20 anos pela salutar experiência no campo 
reconstrutivo da Ortopedia e Neurologia. Essa vasta indicação se deu pela semelhança 
química da HAp sintética à hidroxiapatita biológica dos tecidos ósseos, utilizada como 
cimento ósseo, revestimento das órteses e próteses ósseas, e permite a deposição de novo 
tecido ósseo próximo a fraturas e deficiências ósseas faciais congênitas ou pós-traumáticas 
(Cohen et al., 2006; Abd El-Aziz et al., 2017; Azzaoui et al., 2017). 

Uma área médica que tem atraído o interesse de pesquisadores e da indústria no uso da 
HAp é a Dermatologia. O primeiro artigo científico que relata o uso da hidroxiapatita como 
preenchimento facial de tecidos moles data do ano de 2004, sob o nome comercial de 
Radiance FN. Nesse estudo, os autores realizaram preenchimentos em várias áreas faciais de 
sessenta e quatro pacientes em que todos admitiram altíssima satisfação do tratamento. Os 
efeitos colaterais observados foram mínimos, consistindo em hematomas ou inchaço leve. Foi 
observado ainda que o efeito reparador do preenchimento de HAp perdurou por seis meses 
(Sklar & White, 2004). 

Desde então vários trabalhos demonstram o uso eficaz da HAp para preenchimento 
subdérmico em múltiplas aplicações da cirurgia plástica reparadora. Podem-se citar 
preenchimentos de sulcos nasolabiais (Murray et al., 2005; Tzikas, 2006; Jones, 2011), 
bochechas (Owens, 2005), rugas faciais e depressões (Kovach e Sengelmann, 2007; Alam et 
al., 2011), lipoatrofia de face associada ao HIV (Moers-carpi et al., 2007; Quatela e Chow, 
2008) e cicatrizes provocadas pela acne (Buck et al., 2009). Os preenchedores cutâneos 
precisam possuir propriedades biocompatíveis, não imunogênicas e biodegradáveis (Hwang et 
al., 2021). 

O biomaterial comercial que possui em sua formulação 30% de micropartículas de 
hidroxiapatita de cálcio dispersas em um gel carregador aquoso de carboximetilcelulose e 
glicerina (Owens, 2005), foi aprovado pelo Food and Drug Administration dos EUA apenas 
em 2006 (FDA, 2006), onde a sua vasta utilização em dermatologia está diretamente 
relacionada às suas vantagens, tais como: alta biocompatibilidade, já que a HAp é o 
componente inorgânico natural dos ossos; rápida absorção do gel, deixando presente apenas 
as microesferas de HAp agindo como um molde (“scaffol?”) para o crescimento dos 
fibroblastos que darão origem subsequente ao colágeno; ação de longa duração, sendo de doze 
meses na maioria dos pacientes e podendo chegar até dezoito meses em alguns deles; não 
imunogenicidade (não provoca a reação de anticorpos), o que leva pouco ou nenhum 
aparecimento de reações adversas locais (Courderot-Masuyer et al., 2016; De Almeida et al., 
2019; Hamilton, 2009). 
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Apesar do vasto uso deste tipo de produto em aplicações dermatológicas e de suas 
inúmeras vantagens já citadas, trata-se de produto importado, cujos benefícios não atingem 
toda população brasileira. 

Deste modo, este trabalho motiva-se pelo fato de propor o desenvolvimento e a 
caracterização de um biomaterial a partir de um compósito de gel polimérico/HAp, com 
características que se assemelhem as do compósito hidrogel/HAp comercial tido como 
modelo padrão no mercado atual, produzido com tecnologia totalmente nacional. Isto irá 
proporcionar mais uma opção viável, segura, não imunogênica, biocompatível, vindo assim, a 
tornar-se uma possibilidade de tratamento para toda sociedade, especificamente no tratamento 
de preenchimentos subdérmicos de defeitos faciais da lipoatrofia pelo HIV, custeado pelo 
Sistema Único de Saúde do Brasil (SUS) com PMMA, reconhecidamente imunogênico. 

Com esta finalidade, neste capítulo se objetivou apresentar a formulação de um 
compósito contendo 70% de hidrogel de carboximetilcelulose e glicerina e 30% de 
hidroxiapatita que se assemelha ao produto comercial existente no mercado para uso 
dermatológico. Para além disto, também apresentar os resultados da investigação dos produtos 
obtidos quanto as suas características físicas e espectroscópicas. 


2. REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 Preenchimento Cutâneo 


A Cirurgia Dermatológica é uma área de atuação que abrange procedimentos diversos, 
capazes de remover ou modificar a pele e o tecido celular subcutâneo, sejam eles 
diagnósticos, cirúrgicos, cosmiátricos ou oncológicos. Dentre os procedimentos realizados, 
destacam-se: cirurgia e procedimentos a laser, criocirurgia, remoção de tumores e sinais 
benignos, eletrocirurgia, peelings e preenchimentos, cirurgia Micrográfica de Mohs, cirurgia 
de unha e transplante de cabelos (SBCD, 2012). 

O envelhecimento da pele está associado a diversos defeitos, como deficiências de 
contorno, rugas e perda da matriz dérmica. Diminuições nas fibras de colágeno e elásticas 
eventualmente resultam em elasticidade diminuída. Como consequência, técnicas de elevação 
de tecidos moles foram desenvolvidos para corrigir defeitos da pele. Em particular, os 
preenchimentos dérmicos injetáveis avançaram muito na última década no campo do 
rejuvenescimento da pele (Jeong et al., 2016; Mandal et al., 2020). 

O preenchimento cutâneo é uma técnica utilizada para a correção de sulcos, rugas e 
cicatrizes. Consiste na injeção de substâncias sob a área da pele a ser tratada elevando-a e 
diminuindo a sua profundidade, substituindo o volume perdido com consequente melhoria do 
seu aspecto. A técnica, desenvolvida por dermatologistas, pode ser realizada no consultório, 
sendo um procedimento rápido e que, na maioria das vezes, não necessita nem mesmo de 
anestesia. Este tipo de procedimento é muito utilizado para atenuar o sulco nasogeniano 
(aquele que se acentua com o sorriso e vai do canto do nariz ao canto da boca) ou os sulcos ao 
redor dos lábios (Glogau, 2012). Também é usada para aumento labial, correção de cicatrizes 
de acne e reposição volumétrica em áreas do corpo onde ocorre perda de gordura com o 
envelhecimento (Hwang et al., 2021; Lima, 2012). 

Na Figura 1 estão ilustrados os músculos presentes na face e as linhas de expressão 
que ocorrem com a idade. Os preenchedores cutâneos podem ser de dois tipos, temporários e 
definitivos. Dentre os materiais mais utilizados estão o ácido hialurônico e o metacrilato, 
respectivamente; e preenchedores que estimulam a produção de colágeno pelo organismo, que 
será o responsável pelo preenchimento das rugas. Dentre estes, os materiais mais utilizados 
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são o ácido polilático (Sculptra”) e a hidroxiapatita de cálcio (Radiesse”) (Glogau, 2012; 
Mandal et al., 2020). 


Gálea aponeurótica 


Ventre frontal (frontalis) do músculo epicrânio 
Músculo prócero 


Músculo corrugador do supercílio 


Parte orbital dos músculos 
orbiculares do olho 


Parte palpebral dos 
músculos orbiculares do olho 


Músculo levantador do lábio 
superior e da asa do nariz 
Parte transversa 
do músculo nasal 
Músculo levantador do 
=” lábio superior 
Músculo auricular anterior 


Músculo zigomático menor 
Parte alar do músculo nasal 


Músculo zigomático maior 


Músculo levantador 
do ângulo da boca 
Músculo bucinador 


Músculo risório 


Músculo orbicular da boca 
Músculo depressor do ângulo da boca 


Músculo depressor do lábio inferior 
Músculo platisma 


Músculo mental 
Músculo depressor do septo nasal 


Figura 1. Representação dos músculos da face e as marcas de expressão (Netter, 2000). 
2.2 Biomateriais 


Segundo a Conferência de Consenso em Biomateriais para aplicações clínicas em 
1982, entende-se por biomaterial toda substância (com exceção de fármacos), combinação de 
substâncias, de origem sintética ou natural, que durante um período indeterminado é 
empregado como um todo ou parte integrante de um sistema para tratamento, ampliação ou 
substituição de quaisquer tecidos, órgãos ou funções corporais (Neto, 2007). Isso significa 
que, no sentido mais amplo, são enquadrados nessa categoria todos os materiais empregados 
na medicina, odontologia, medicina veterinária e farmacologia, além daqueles que entram na 
forma de implantes em contato direto com o tecido do corpo. 

Segundo Simões (2007) os biomateriais podem ser de natureza metálica, cerâmica, 
polimérica, ou materiais compósitos de diferentes composições, porém, para que possam ser 
usados em aplicações médicas, eles devem possuir uma série de propriedades específicas, que 
podem, fundamentalmente, serem agrupadas em uma característica chamada 
biocompatibilidade. O termo “biocompatibilidade” foi utilizado para designar o desempenho 
biológico dos materiais. Materiais biocompatíveis provocam uma resposta adequada por parte 
dos tecidos do hospedeiro, quando utilizados em uma aplicação específica. 

O biomaterial deve ter características tais que permitam seu uso de forma transitória 
ou permanente. De acordo com a resposta induzida ao meio biológico, o biomaterial pode ser 
classificado em bioinerte, biotolerável ou bioativo, sendo que é desejável que ele seja 
bioativo, já que essa característica possibilita a interação direta entre implante e tecido, sem a 
interposição de tecido fibroso (Oréfice, 2005; Guastaldi & Aparecida, 2010). 

Materiais biotoleráveis provocam respostas inflamatórias locais, com consequente 
formação de cápsula fibrosa ao redor do biomaterial. O encapsulamento é induzido pela 
liberação de compostos químicos, íons, produtos de corrosão, ou outros, por parte do material 
implantado. Esses elementos liberados ocasionam uma resposta inflamatória, com alterações 
do pH, recrutamento de células inflamatórias e fagocitose. Quanto maior a camada conjuntiva 
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formada no encapsulamento, menor a tolerabilidade do material pelo tecido. A maioria dos 
polímeros sintéticos e grande parte dos metais podem ser classificadas como biotoleráveis 
(Bank et al., 2017; Oréfice, 2005). 

São considerados bioinertes, os materiais de grande estabilidade química superficial, 
que provocam uma resposta muito pequena nos tecidos do hospedeiro, com encapsulamento 
mínimo ou praticamente inexistente. As cerâmicas costumam ser muito estáveis e, portanto, 
enquadrar-se neste grupo. As cerâmicas mais usadas como biomateriais, são aquelas à base de 
alumina, zircônia e carbono. O metal bioinerte de uso mais comum é o titânio, que tem sua 
superfície naturalmente passivada pela formação de uma fina camada de óxidos, quando 
exposto à atmosfera (Oréfice, 2005). 

Materiais bioativos são aqueles capazes de formar uma ligação de natureza química 
entre sua superfície e o tecido hospedeiro. No caso mais comum, que são os implantes para 
uso no tecido ósseo, essa ligação é chamada osseointegração. Isso significa que a afinidade 
físico-química da superfície é tão grande que há osteocondução e recobrimento do implante 
por células ósseas. Os principais materiais bioativos são: os vidros e vitrocerâmicos à base de 
fosfato de cálcio e as cerâmicas bioativas. Muitos implantes metálicos ou poliméricos são 
recobertos por camadas finas de materiais cerâmicos para induzir a osseointegração (Oréfice, 
2005; Gaharwar, Singh e Khademhosseini, 2020). 

Materiais biodegradáveis são os que, após certo período de tempo em contato com os 
tecidos, são degradados, solubilizados, ou fagocitados pelo hospedeiro. A possibilidade de o 
material ser eliminado após ter cumprido sua função, torna esses materiais extremamente 
atrativos para aplicações médicas. Os maiores exemplos são: os polímeros biodegradáveis, 
como o poli (ácido lático) (PLA) e o poli (ácido glicólico) (PGA) (Oréfice, 2005). 

No caso específico dos biomateriais cerâmicos à base de fosfatos de cálcio sintéticos, 
existe uma sinergia entre a medicina e a engenharia de tecidos, já que fosfatos de cálcio 
confeccionados sob a forma de matrizes porosas se adéquam em situações para regeneração 
de tecido, além de serem utilizados como enxerto ósseo (Ribeiro, 2008). 

Os materiais cerâmicos vêm sendo utilizados como biomateriais há várias décadas. 
Inicialmente, a atenção era voltada para o desenvolvimento de biomateriais que provocassem 
uma mínima ou nenhuma reação do tecido, características típicas destes materiais em meios 
agressivos. Mas, a evolução e conhecimento na área dos materiais cerâmicos, geraram 
proposta conceitualmente oposta: as biocerâmicas deveriam provocar reações de formação de 
tecido e, se possível, com a formação de uma ligação íntima entre a cerâmica e os tecidos, ou 
seja, serem bioativos (Bertran et al., 2000). 

O grande número de artigos relacionados com as rotas de sínteses tem apresentado 
uma profunda influência dos métodos de preparação sobre as propriedades das biocerâmicas. 
Entre as variáveis que exercem influência estão a estequiometria, a estrutura cristalina e a 
porosidade, determinantes para o comportamento biológico de tais materiais. Na Tabela 1 
estão apresentados exemplos de biocerâmicas mais utilizadas para aplicações médicas. 

Genericamente, o preparo de uma biocerâmica, envolve três etapas fundamentais: (1) 
preparo do pó; (11) secagem parcial do bloco conformado e (iii) aquecimento a altas 
temperaturas para obtenção do bloco sinterizado ou calcinado (Azevedo, Strecker e Gorgulho, 
2015; Ratier et al., 2001). Após a síntese, as partículas do pó são moldadas na forma desejada, 
por compactação a altas pressões ou umectação do pó e posteriormente submetendo-o à 
calcinação a temperaturas elevadas. Uma alternativa é a compactação sob pressão e 
aquecimento de maneira simultânea (Azevedo, Strecker e Gorgulho, 2015; Costa et al., 2009). 
Para melhorar a coesão das partículas e tornar os corpos mais densos, pode ser feita a adição 
de água ou substâncias orgânicas, como o poli (álcool vinílico), seguida da secagem parcial 
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Tabela 1. Exemplos de biocerâmicas mais utilizadas nas aplicações médicas (Hench e Wilson, 1999). 


APLICAÇÃO 


Reparos cranianos 


BIOCERÂMICA 


Vidros bioativos 


Lentes oculares 


ALOs 


Otorrinolaringologia 


ALOs, 
Hidroxiapatita (HA) 
Vidros, vitro-cerâmicos e compósitos ativos. 


Reconstrução buco-maxilo-facial 


AbOs 
Hidroxiapatita 
Compósitos HA-PLA 
Vidros bioativos 


Implantes dentários 


ALOs 
HA e recobrimentos com HA 
Vidros bioativos 
Cimentos endodônticos 
Ca(0H), 


Aumento de rebordo alveolar 


ALOs 
Compósitos HA-TCP 
Compósitos HA-PLA 

Vidros bioativos 


Preenchimento da cavidade periodontal 


HA 
TCP 
Compósitos HA-PLA 
Vidros bioativos 


Acessos percutâneos 


Vidros e Vitro-cerâmicas bioativas 
HA 
Recobrimentos com carbono pirolítico 


Válvulas cardíacas 


Recobrimentos com carbono pirolítico 


Cirurgias de coluna 


Vitro-cerâmicas bioativas 
HA 


Preenchimento de cavidades ósseas 


TCP 
Vidros e Vitro-cerâmicas bioativas 


Reparo de crista ilíaca 


Vitro-cerâmicas bioativas 


Aplicações ortopédicas sobre cargas 


ALOs 
Zircônia 
Compósitos HA-PE 
Recobrimentos de HA em peças metálicas 


Fixação ortopédica 


Pinos de carbono-PLA 
Pinos de fosfatos de cálcio 


Tendões e ligamentos artificiais 


Compósitos de fibras de carbono 


Articulações 


Compósitos de fibras de carbono 


Durante a última etapa do processo de obtenção de cerâmicas, o aquecimento do 
material a altas temperaturas (até aproximadamente 2/3 da temperatura de fusão do material, 
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normalmente acima de 1000 ºC), leva à fusão superficial das partículas do pó, fazendo com 
que elas se aglomerem e formem um bloco sólido e denso. No entanto, este procedimento 
resulta em cerâmicas com poros da ordem de alguns um (micrômetros), dimensão pouco 
interessante para materiais utilizados em implantes ósseos (Layrolle & Fellah, 2009), mas 
relevante na Dermatologia, onde a mobilização estrutural tecidual sem osteocondução atende 
o intuito de volumizador de partes moles. 

Para obtenção de cerâmicas com poros de maior grandeza, as técnicas comumente 
utilizadas consistem na mistura de algum polímero ou substância orgânica ao material em pó, 
que é eliminado posteriormente durante as etapas de consolidação da cerâmica, ou o 
umedecimento do material em pó com peróxido de hidrogênio, que posteriormente decompõe 
com a liberação de oxigênio gasoso formando poros. No caso de biocerâmicas de fosfato de 
cálcio, alternativamente pode-se proceder à troca hidrotérmica do íon carbonato do carbonato 
de cálcio que formam os corais marinhos por íons fosfato, resultando em “réplicas de corais”, 
que apresentam naturalmente a porosidade adequada. Mais recentemente, fosfatos de cálcio 
têm sido usados para o preparo de suportes esponjosos, “scafjolds”, para a fixação de células 
ósseas, capazes de induzir a restauração do osso através de estratégias de engenharia de 
tecidos (Gomes et al., 2019; Clarke et al., 2011). 

O uso de polímeros como biomateriais começou na década de 1940 durante a Segunda 
Guerra Mundial. Um dos primeiros materiais usados foi o polímero sintético polimetacrilato 
de metila (PMMA) com o objetivo de funcionar como uma córnea artificial. Encorajados 
pelos sucessos iniciais, os cirurgiões começaram a usar uma variedade de polímeros para 
diversas aplicações, tais como dispositivos intravenosos para contato com sangue, 
substituições de articulação de quadril e como lentes intraoculares. No entanto, na maioria 
desses casos, os médicos ficavam limitados a utilizar polímeros inicialmente desenvolvidos 
para outras aplicações (Cato & Lakshmi, 2006). 

Durante a segunda metade do século XX, os cientistas começaram a modificar 
polímeros já existentes com o intuito de adequar propriedades como a biocompatibilidade e 
propriedades mecânicas para aplicações biomédicas. Além disso, os avanços na Farmacologia 
e na Biotecnologia abriram as fronteiras do campo da Biomedicina que exigia materiais com 
bioatividade, biocompatibilidade, e em muitos casos, a biodegradabilidade. A existência de 
materiais poliméricos biodegradáveis é altamente requerida para aplicações in vivo, tais como 
em sistemas controlados de liberação drogas (DDS) e recuperação de tecidos danificados 
(Cato & Lakshmi, 2006). 

A descoberta de polímeros biodegradáveis a partir de polímeros bioinertes foi 
considerada um avanço significativo na Ciência dos Biomateriais. Polímeros biodegradáveis 
são aqueles que se degradam in vitro e in vivo na presença de fluidos corporais. O critério 
básico de seleção de um polímero biodegradável para ser utilizado como um biomaterial é que 
seus produtos de degradação devem ser atóxicos, e que a taxa de degradação e as 
propriedades mecânicas do material devem corresponder ao pretendido para a aplicação. A 
maior vantagem dos polímeros biodegradáveis em comparação com polímeros bioinertes é de 
que uma vez implantados, evita-se a necessidade de um segundo procedimento cirúrgico para 
sua remoção (Oréfice, 2005). 


2.2.1 Hidroxiapatita 
A hidroxiapatita é um dos mais importantes compostos de cálcio para a aplicação 
biológica, visto que pode ser encontrada em tecidos duros naturais como uma fase mineral. 


Ela age como um reforço nestes tecidos e é responsável pela rigidez dos ossos, dentes e 
esmalte dos dentes (Costa, 2012; Hwang et al, 2021). As propriedades biológicas da 
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hidroxiapatita sintética (HAp) são bem documentadas na literatura. Ela tem sido estudada por 
se tratar de uma substância bioativa não tóxica que provoca pouca reação tecidual (Moreira et 
al., 2003) e é biocompatível com o osso, pelo fato de possuir a mesma estrutura cristalina 
(Hwang et al., 2021; Legeros, 2002; Nakahira et al., 2007). 

A HAP apresenta reabsorção muito lenta, o que leva a que se mantenha no organismo 
durante anos (Gutierres et al., 2006). Sua degradação é influenciada por vários fatores, tais 
como porosidade, área de superfície, local de implantação e pressão biomecânica sobre o 
implante (Pollick et al., 1995). Portanto, preenchedores dérmicos à base de HAp são 
considerados semipermanentes, permanecendo por meses, ou mesmo anos, após serem 
injetados (Hwang et al., 2021). A HAp estimula a produção de colágeno pelo organismo no 
local em que é injetada por aumentar a atividade dos fibroblastos (Hwang et al., 2021; Jeong 
et al., 2016). 


2.2.2 Carboximetilcelulose 


A carboximetilcelulose (CMC) é uma substância biossintética utilizada na ciência 
alimentar como modificador de viscosidade ou espessante e está presente em alguns 
preenchedores dérmicos (D"Aloiso, Senzolo e Azzena, 2016). A CMC foi o primeiro éter 
derivado de celulose a ser desenvolvido e ganhou importância econômica e industrial a partir 
da década de 1920 com crescimento importante no mercado global. A CMC pode ser 
fabricado usando métodos simples de síntese e com matérias primas a preços acessíveis. Esta 
é a principal razão para o seu uso em larga escala quando comparada a outros derivados da 
celulose. Como a celulose e seus outros derivados, a CMC encontra suas aplicações nas 
indústrias de papel, têxtil, farmacêutica, cosmética e alimentícia (Zennifer et al., 2021). 

A CMC é um polímero aniônico natural e biodegradável obtido a partir da celulose 
natural por modificações químicas subsequentes. Tem recebido muita atenção por ser solúvel 
em água, transparente, hidrofílico, não tóxico e biocompatível (Azzaoui et al., 2017; 
Manjubala, Basu e Narendrakumar, 2018). É considerado um promissor biomaterial devido à 
suas propriedades desejáveis, como facilidade de modificação química, flexibilidade, 
estabilidade e sensibilidade ao pH, levando a aplicações em engenharia de tecidos, 
bioimpressão 3D, entrega de medicamentos, preenchedores dérmicos e terapia do câncer. Os 
implantes teciduais fabricados com CMC têm várias vantagens como biocompatibilidade, 
degradabilidade lenta, rigidez mecânica, propriedades de superfície para suportar a adsorção 
de proteínas, agregação e diferenciação celular (Zennifer et al., 2021). 


2.3 Produto Comercial Padrão Adotado (Radiessef)) 


Radiesse?) é um produto estéril isento de látex, não pirogênico, semi-sólido, coeso 
quando em meio subdérmico e injetável. Seu componente principal é a hidroxiapatita de 
cálcio (HAp), um material biocompatível com o corpo humano, que tem sido usado por várias 
décadas na medicina e que no Brasil está sendo comercializado pelo laboratório Merz-Biolab 
em seringas descartáveis de 1,5 mL e 0,8 mL, como apresentado na Figura 2 (Jacovella, 
2006). 

De acordo com Jacovella (2006) a natureza semi-sólida do produto é obtida por uma 
suspensão de microesferas (25 um a 45 um de diâmetro) de HAp em um suporte de gel que 
consiste basicamente de água destilada, carboximetilcelulose e glicerina. A estrutura do gel é 
formada pela adição de uma pequena quantidade de carboximetilcelulose (CMC), glicerina e 
água, formando um hidrogel, que é dissipado in vivo e substituído por tecido mole em 
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crescimento, enquanto que a HAp permanece no local injetado (Courderot-Masuyer et al., 
2016; Owens, 2005). 


Figura 2. Material disponível comercialmente (AHN, 2007). 


Em aproximadamente 2 a 3 meses, a carboximetilcelulose e a glicerina são 
reabsorvidas e substituídas por colágeno. Jacovella (2006) afirma que quando o referido 
produto é depositado em tecidos moles, como a derme, as partículas de HAp induzem a 
formação de colágeno, enquanto ocorre um colapso gradual das mesmas, até que a fagocitose 
seja completamente alcançada, sem que haja calcificação, isto é, conforme esquematizado na 
Figura 3. Vale salientar também que nenhuma infiltração óssea ou migração dos sítios de 
injeção foram observadas pela literatura (Berlin, 2008). 

As microesferas de HAp presentes no produto em discussão têm a mesma composição 
química dos constituintes inorgânicos dos dentes e ossos e exibem um extenso perfil de 
segurança. A biocompatibilidade da HAp tem sido testada extensivamente em estudos pré- 
clínicos e demonstrou ser atóxico, não antigênico, não mutagênico, nem irritante. Além disso, 
os resultados clínicos, histológicos, e de microscopia eletrônica da HAp in vivo têm atestado 
excelente tolerância (Courderot-Masuyer et al., 2016; De Almeida et al., 2019; Shono et al., 
2012). 


Depois do tratamento: 
orre mediata 


Antes do tratamento: 
deficit de volume que resulta 
em visivel perda de contorno 


A longo prazo 


Figura 3. Produto comercial padrão adotado - efeito volumizador (Bioform Medical, 2012). 
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O Radiesse recebeu aprovação do FDA (Food and Drug Administration) desde 2006 
(FDA, 2006) e desde então tem sido amplamente utilizado para várias indicações: em 
aumento de laringe (Grant et al, 2008), reconstrução de tecidos moles (Glogau, 2012), e 
preenchimento de defeitos dentários e maxilofaciais (Hamerschmidt, 2010 & Jones, 2009). 
Este produto tem sido usado com sucesso também em urologia como um agente regulador 
para tratamento de incontinência urinária (Mayer et al., 2001). 

Na Figura 4 estão evidenciadas as microesferas de HAp e os tecidos circundantes, 
embora não esteja referenciada a escala de aumento adotada. 


Figura 4. (a) Micrografia ótica evidenciando as microesferas de HAp circundadas por colágeno e 
histiócitos e (b) Micrografia eletrônica de varredura evidenciando as partículas de HAp após 30 meses 
de implantação (Jacovella, 2006). 


Este material pode ser injetado em diferentes regiões faciais com o objetivo de 
melhorar ou aperfeiçoar algumas marcas faciais: linhas glabelares, regiões malares 
(bochechas), áreas sob os olhos, no nariz, nos sulcos naso-labiais, comissuras orais, no queixo 
e em outras áreas. Não é recomendado para a parte palpebral dos músculos orbiculares dos 
olhos, porque as marcas de expressão conhecidas como “pés de galinha” são em parte uma 
consequência da expressão dinâmica, nem para aumento labial (Centeno, 2006). 

Além disso, injeções deste tipo também são contra-indicadas para pacientes que 
apresentam infecções cutâneas agudas ou crônicas próximas ao local a ser tratado, quelóides, 
distúrbios hemorrágicos graves, em presença de preenchedores permanentes prévios como 
silicone e PMMA, e expectativas irrealistas por parte do paciente. Os benefícios do tratamento 
com o produto comercial padrão adotado permanecem por cerca de 2 anos na maioria dos 
pacientes e o tratamento é eficaz e bem tolerado sem complicações significativas (Bioform 
Medical, 2012). 


3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Materiais 


Para a realização deste trabalho foram utilizados os seguintes materiais: 
a) Produto comercial padrão adotado (Radiesse8?), adquirido no comércio local; 
b) Hidroxiapatita de cálcio (HAp) sintetizada em laboratório pelo método de precipitação a 
partir de soluções diluídas de ácido fosfórico (HsPO4) e hidróxido de cálcio Ca(OH),: 
c) Polímero aniônico carboximetilcelulose, (-RO-0-0-RO-)n, onde R=CH>CO,H, P.A. do 
laboratório Sigma-Aldrich; 
d) Glicerina [CsHs(OH)3], P.A. do laboratório FMaia. 
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3.2 Métodos 
3.2.1 Preparação dos Hidrogéis e dos Compósitos 


Para obtenção dos compósitos de hidrogel/HAp experimentais (70% de hidrogel e 
30% de HAp) foi necessário inicialmente sintetizar os hidrogéis. A finalidade foi determinar 
qual a concentração adequada de água, glicerina (GL) e carboximetilcelulose (CMC) seriam 
necessárias para obter-se um hidrogel rígido, com resistência mecânica e fluidez necessária 
para ser ejetado de uma seringa de 1 mL. Os hidrogéis obtidos foram em seguida comparados 
com relação às características físico-químicas do hidrogel polimérico comercial adotado. 
Estabeleceu-se aleatoriamente utilizar um volume total de 25 mL do líquido (água e/ou 
glicerina) em um becker de 50 MI, fixou-se a concentração de carboximetilcelulose em 1 g 
(4%) e a concentração de HAp em 7,5 g (30%) para o volume de 25 mL. As composições 
testadas dos precursores para obtenção do hidrogel polimérico e dos compósitos 
experimentais estão descritos na Tabela 2. 


Tabela 2. Composições iniciais dos hidrogéis e dos compósitos de hidrogel/HAp estudados. 


Gel Água destilada Glicerina Carboximetilcelulose HC HC9 
experimental (mL) (mL) (g) (g) (g) 
ci 25,00 1,00 pm assa 
c2 18,75 6,25 1,00 ea ds 
C3 12,50 12,50 1,00 gs ae 
C4 6,25 18,75 1,00 gas RE 
C5 25,00 1,00 -=-— ——- 
GHC 18,75 6,25 1,00 FÊs: --=- 
GHC9 18,75 6,25 1,00 -——- 75 


Em que: Cl, C2, C3, C4 e C5: hidrogéis sem HAp em sua constituição; GHC: hidrogel com HAp sintetizada; GHC9: 
hidrogel com HAp calcinada a 900 ºC; HC: HAp sintetizada sem calcinação; HC9: HAp calcinada a 900 ºC. 


A literatura recomenda o uso da CMC em cosméticos e alimentos como um agente de 
retenção de água e estabilizador de dispersão em concentrações de 1%-2% (Yu et al., 2009). 
Porém, neste trabalho a quantidade fixa de CMC foi utilizada em um percentual superior ao 
recomendado pela literatura, visando obter-se um hidrogel viscoso e com trabalhabilidade 
adequada a aplicação dermatológica. No caso da HAp, a quantidade usada de 30% foi a 
recomendada pelo fabricante do produto comercial padrão adotado. 

No fluxograma da Figura 5 está ilustrado o procedimento de obtenção dos hidrogéis e 
dos compósitos. 

Para preparação dos hidrogéis, inicialmente foi medido 25 mL do líquido (água e/ou 
glicerina), agitado magneticamente em uma placa de aquecimento modelo BIOSTAR até 
atingir 50 “C. Em seguida, foi adicionado lentamente 1,0 g de carboximetilcelulose, sob 
agitação moderada por 2 horas, para evitar formação de grumos, obtendo-se o hidrogel. Em 
sequência, adicionou-se lentamente 30% de HAp sintetizada (HC) ou calcinada a 900 “C 
(HC9) ao hidrogel, que corresponde ao volume total do líquido de 25 mL. Manteve-se sob 
agitação constante por 2 horas em um agitador mecânico FISATON 712. Após a obtenção dos 
compósitos, estes foram ejetados na seringa de 1 mL do fabricante do produto comercial 
adotado e avaliados quanto a fluidez, viscosidade visual e tempo de secagem. 
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água destilada e'ou glicerma Aquecimento a 50ºC Pesagem de 1 g de carboximenicelulose 
- = 


+ Pão E ” 


+ 


Pulverização lenta do pó da carboximeticelulose ppa a siniiê 
à água destilada e/ou glicerina, aquecidos e sob : Pulverização de FAR ESA 
agitação moderada para evitar formação de grumos Obtenção do hidrogel e calcmada a 900ºC sob agitação 


obtenção de compósitos hidrogéis HAp 
Compósito Hidroge/HC Compósito Hidrogel'HC-9 


Figura 5. Fluxograma para obtenção dos hidrogéis e dos compósitos de hidrogel/HAp (Autores, 
2021). 


3.3 Caracterizações 
3.3.1 Difração de Raios X — DRX 


As amostras de HAp sintetizadas e calcinadas foram caracterizadas por difração de 
raios X utilizando um difratômetro de raios X da BRUKER (modelo D2 Phaser, radiação Cu- 
K). Os ensaios foram realizados no Laboratório de Síntese de Materiais Cerâmicos 
(LabSMaC) da Unidade Acadêmica de Engenharia de Materiais (UAEMa) da Universidade 
Federal de Campina Grande (UFCG), Campus I. Por meio dos dados de difração coletados 
foram determinadas as fases presentes, a cristalinidade a partir da razão entre a área integrada 
do pico referente à fase cristalina e a área referente à área amorfa, e o tamanho de cristalito 
determinado pelo método de Scherrer (1918). 


Es 


Capítulo 4 Hidrogel/Hidroxiapatita para Uso Dermatológico 


3.3.2 Consistência Experimental Visual 


Para a determinação da viscosidade das amostras, foi utilizada uma ilustração (Figura 
6) do próprio fabricante em seu encarte promocional como parâmetro visual de consistência, 
onde o gel comercial aparece dispensado diretamente da seringa em forma de espiral, de 
modo a obter-se aspecto semelhante com as amostras dos compósitos hidrogel/HAp em 
estudo. 


erefidos de Radiesse, 


Figura 6. Consistência do produto comercial padrão adotado no encarte do fabricante. 


Adotou-se como padrão, o montante equivalente a 0,1 mL do produto comercial (RD) 
e mensurou-se em balança de precisão de 4 dígitos modelo AY 220 Max 220g d = 0,1 mg da 
marca SHIIMADZU (Figura 7), com o objetivo de definir sua gramatura no referido volume e 
designar, por amostragem, um parâmetro secundário, onde deve-se obter valores correlatos ao 
mensurar-se iguais quantidades de 0,1 mL das amostras dos compósitos hidrogel/HAp em 
questão (GHC e GHC90). Com isto, consegue-se demonstrar que as composições criadas 
estão em conformação com a composição do produto comercial adotado. 


Figura 7. Mensuração 0,1 mL do produto comercial padrão adotado em balança de precisão. 
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3.3.3 Tempo de Secagem 


Para a determinação do tempo de secagem das amostras estudadas, tomou-se por base 
uma alíquota de 0,1 mL das amostras de GHC, GHC9 e RD acondicionadas sobre uma 
superfície lisa e plana. Estas, por sua vez, foram mantidas à temperatura ambiente com 
circulação natural de ar. Monitorou-se hora a hora até que as alíquotas das amostras 
estivessem secas (rígidas), de tal forma a determinar o intervalo de cada item isoladamente 
(Figura 8), onde o resultado do tempo de secagem do produto comercial adotado passa a ser o 
parâmetro a ser atingido pelas amostras dos compósitos aqui pesquisados. 


AM fe 


Figura 8. Modelo experimental do tempo de secagem. 
3.3.4 Espectroscopia na Região do Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR 


Os espectros de FTIR das amostras foram coletados em pastilhas de KBr a 1%, usando 
um espectrômetro Shimadzu Spectrum BX — Perkin Elmer, entre 4000 e 400 cm”!, com 
exceção do produto comercial adotado e dos compósitos hidrogel/HAp que a varredura foi de 
4000 e 650 cm, com resolução de 4 cm! e 20 varreduras, do Laboratório de Caracterização 
de Materiais (LCM), da Unidade Acadêmica de Engenharia de Materiais (UAEMa) da 
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus I. 


4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 


Mediante o espectro de difração de raios X (Figura 9) para as amostras HC e HC9 
verifica-se que foi possível à obtenção da hidroxiapatita de cálcio utilizando o método de 
precipitação e após calcinação a 900ºC/2h. 

Isso foi comprovado pela presença de picos que correspondem apenas a fase única da 
hidroxiapatita [Cajo(PO,)6(OH)] apresentada nos difratogramas de raios X, de acordo com a 


ficha padrão JCPDS 89-6437. 
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Intensidade (u.a.) 


JCPDS 89-6437 


Ca (PO JON), 


20 30 0 50 eo 70 


29 (Graus) 


Figura 9. Difratogramas de raios X: (a) padrão JCPDF 89-6437, (b) HAp como sintetizada (HC), (c) 
HAp calcinada a 900 “C (HC9) e (d) HAp calcinada a 1100 ºC (HC11). 


Porém, pode-se inferir que o tratamento térmico ocasionou um aumento na 
cristalinidade da HAp (Tabela 3). Isto é verificado pela redução da largura basal dos picos e 
aumento na intensidade. 


Tabela 3. Cristalinidade e tamanho de cristalito para as amostras HAp como sintetizada (HC) e após 
calcinação a 900 ºC (HC9). 


Aosizas Cristalinidade (%) Tamanho de cristalito para reflexão 
dç21 (nm) 
HC 86 28 
HCc9 98 52 


Na Figura 10 estão ilustradas as capturas fotográficas dos hidrogéis obtidos sem a 
presença da HAp. Na Figura 10a (hidrogel C1), composto por 100% de água (25 mL) e 4% (1 
g) de carboximetilcelulose, verifica-se que após a mistura, tem-se a presença de um hidrogel 
com boa resistência mecânica e boa fluidez (suficiente para ser ejetado utilizando-se seringa 
de 1 mL). Porém, como este hidrogel não contém a glicerina, reagente que precisa ser 
adicionado por fazer parte da composição do produto comercial padrão, este foi adotado como 
referência para preparar os demais hidrogéis com a glicerina. Para os hidrogéis seguintes, a 
quantidade de carboximetilcelulose foi mantida fixa, e variou-se aleatoriamente a quantidade 
de glicerina para os 25 mL estabelecidos como volume total da mistura. 

Sabe-se que a viscosidade é uma propriedade inerente aos fluidos, correspondente ao 
transporte microscópico de quantidade de movimento por difusão molecular. Ou seja, quanto 
maior a viscosidade de um fluido, menor será a velocidade com que este se movimenta. Os 
hidrogéis injetáveis devem ter uma viscosidade suficientemente baixa para serem introduzidos 
através de uma agulha e seringa e uma elasticidade in situ suficiente para manter seu volume 
injetado e sustentar a carga repetitiva. A superação deste paradoxo é um grande desafio. Uma 
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abordagem é usar um polímero de cisalhamento, como o ácido hialurônico (HA). O HA é 
usado atualmente como um enchimento dérmico e está sendo investigado como um substituto 
injetável para cartilagem. Estes materiais gelificam por mecanismos físicos (ou seja, 
interações intermoleculares entre cadeias de polímeros) que são perturbadas pelo 
cisalhamento da injeção. Outros hidrogéis clinicamente aprovados que se formam através de 
um mecanismo físico são a hidroxiapatita-carboximetilcelulose e o colágeno (Mandal et al., 
2020). 


Figura 10. Ilustração dos aspectos visuais e táteis das amostras dos hidrogéis experimentais: (a) Cl, 
(b) C2, (c) C3, (d) C4 e (e) CS. 


De acordo com a Figura 10b, verifica-se que o hidrogel C2, composto por 75% (18,75 
mL) de água, 4% (1 g) de carboximetilcelulose e 25% (6,25 g) de glicerina apresentou aspecto 
de gel, com fluidez e resistência mecânica adequada para ser ejetado da seringa de 1 mL, ou 
seja, excelente maleabilidade e manuseio. 

Na Figura 10c, verifica-se que o hidrogel C3, composto de 50% (12,5 g) de água, 4% 
(1 g) de carboximetilcelulose e 50% (12,5 g) de glicerina, apresentou um aspecto endurecido, 
com maior resistência mecânica, mas com baixa fluidez ao ser ejetado da seringa. Para o 
hidrogel C4 (Figura 10d), composto de 25% (6,25 g) de água, 4% (1 g) de 
carboximetilcelulose e 75% (18,75 g) de glicerina, verificou-se que o mesmo ficou muito 
rígido (duro), de forma que não foi ejetado da seringa com facilidade e baixa fluidez. Por fim, 
preparou-se o hidrogel com 100% (25 mL) de glicerina e 4% (1 g) de carboximetilcelulose, o 
hidrogel C5 (Figura 10e) e verificou-se que esta amostra não apresentou aspecto de gel, com 
coloração turva ou opaca e apresentação visível de grumos. Logo, conclui-se que a água tem 
suma importância na formação do gel. 

Assim, considerando-se os aspectos visual e tátil dos hidrogéis Cl a C€5, levando-se 
em conta que ainda necessitava-se acrescentar 30% de seu peso de HAp e ainda assim, manter 
o aspecto de fluidez (viscosidade) e resistência mecânica que possibilitasse ser ejetado de uma 
seringa de 1 mL, decidiu-se pelo hidrogel C2 como o ideal para se preparar os compósitos 
com HAp. 

Na Figura 11 está ilustrado a captura fotográfica do hidrogel C2 e dos demais 
compósitos obtidos com 30% das amostras de HAp não calcinada e calcinada a 900 ºC, que 
são os compósitos GHC e GHC9, respectivamente. 

Observando a Figura 11b, verifica-se que após a adição da HAp não calcinada, o 
hidrogel mantém seu aspecto de gel com fluidez e coloração branca. Na Figura 11c, observa- 
se que o compósito formado GHC é ejetado utilizando seringa de 1 mL com facilidade, 
apresentado boa fluidez (viscosidade) e adequada trabalhabilidade. O mesmo comportamento 
e aspecto foi observado para o compósito preparado com 30% da HAp após calcinação de 
900ºC, (Figura 11e). Obtidos os compósitos acima citados, avaliaram-se então suas 
viscosidades mediante seus aspectos visuais comparados com a viscosidade visual relatada 
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para o produto comercial adotado de acordo com o catálogo do fabricante (ANEXO A) como 
ilustrados na Figura 12. 


Figura 11. Aspectos visuais e táteis das amostras dos hidrogéis experimentais: (a) C2, (b, c) GHC e 
(d, e) GHC9. 


Verifica-se que o hidrogel/HAp comercial padrão adotado (Figura 12a) quando ejetado 
forma um perfil de hélice, mantendo a forma sem romper-se da seringa, o que indica boa 
resistência mecânica, boa fluidez e viscosidade adequada do hidrogel. Para os demais 
compósitos GHC e GHCO9 (Figura 12b e 12c), verificam-se os mesmos comportamentos e 
características, ou seja, que os hidrogéis são ejetados da seringa moldados, mantendo suas 
formas e sem romperem-se da seringa, indicando fluidez e resistência ao perfil helicoidal, 
sugerindo uma viscosidade semelhante ao produto comercial adotado, conforme informações 
do fabricante contidas no ANEXO A. O hidrogel/HAp preparado com a HAp calcinada a 1100 
ºC apresentou comportamento semelhante ao hidrogel/HAp com a HAp calcinada a 900 ºC. 


Figura 12. Viscosidade experimental das amostras de hidrogel/HAp: (a) comercial adotado, (b) GHC 
e (c) GHCO9. 


Na Figura 13 está exibido o peso equivalente a 0,1 mL do hidrogel/HAp comercial 
padrão adotado e dos hidrogéis/HAp experimentais (GHC e GHC9). Esta característica é 
importante para visualizar que em 0,1 mL do material tem-se aproximadamente o mesmo 
valor em gramas, o que permite inferir que os hidrogéis/HAp experimentais têm 
características semelhantes ao hidrogel/HAP comercial. 

Assim, na Figura 13a, verifica-se que 0,1 mL do hidrogel/HAp comercial possui 
0,1607 g, enquanto os hidrogéis/HAp experimentais GHC e GHC9 apresentaram valores de 
0,1453 e 0,1469 g, respectivamente nas Figuras 13b e 13c. Isto indica, que o hidrogel/HAP 
comercial é 8,58% um pouco mais denso que os hidrogéis/HAp experimentais, ou seja, o 
hidrogel/HAP comercial possui maior massa por volume de material. 
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Figura 13. Mensuração do volume de 0,1 mL do hidrogel/HAp comercial e experimentais: (a) produto 
comercial adotado, (b) GHC e (c) GHCO. 


Apesar da pequena diferença em gramas observadas entre os hidrogéis/HAP comercial 
e experimentais, verifica-se que os dados corroboram entre si, indicando uma boa semelhança 
entre os hidrogéis/HAp experimentais e o comercial. 

O tempo de secagem é uma propriedade importante uma vez que este indica o tempo 
no qual o produto comercial padrão adotado e as amostras dos compósitos hidrogel/HAp 
obtidos tomam consistência e então não podem mais ser manipulados. 

Na Figura 14 está ilustrado o tempo de secagem para o produto comercial adotado. 
Observa-se que o hidrogel/HAp comercial foi ejetado no tempo inicial de 14:27 h e no tempo 
final de 16:09 h este encontrava-se completamente seco a temperatura ambiente, apresentando 
aspecto rígido e quebradiço, de modo que não pode ser manuseado. O tempo de secagem total 
a temperatura ambiente de 0,1 mL do referido produto foi em torno de 01:40 horas. 


tr = 16:09 s 


Figura 14. Tempo de endurecimento do volume 0,1 mL do produto comercial adotado: (a) tempo 
inicial e (b) tempo final. 


Na Figura 15 está ilustrado o tempo de secagem para os hidrogéis/HAp experimentais 
(GHC e GHC9). Verifica-se que o tempo inicial que os hidrogéis/HAP foram ejetados iniciou 
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em 15:40 h, sendo que foi deixado secando até as 7:20 h do dia seguinte. Porém, verificou-se 


que os hidrogéis/HAp experimentais não secaram totalmente, persistiram moldáveis além de 
24 horas (Figura 15b). 


Figura 15. Tempo de endurecimento das amostras GHC e GHC9: (a) tempo inicial e (b) tempo final. 


Diante destes resultados, pode-se observar que tanto as amostras do compósito 
preparado com a HAp sem e após calcinação a 900 ºC, todas apresentaram comportamento 
semelhante ao hidrogel/HAp comercial adotado, indicando, deste modo, que ambas as 
amostras dos compósitos podem ser utilizadas para estudos in vitro e in vivo de forma a 
verificar seus comportamentos biológicos. 

Na Figura 16 estão ilustrados os espectros de FTIR obtidos para o compósito 
hidrogel/HAp comercial (RD) e para os compósitos hidrogel/HAp preparados com a HAp 
sintetizada (GHC) e calcinada a 900 “C (GHC9). 


Transmitância (%) 


4000 3000 2000 1000 


Número de Onda tem 13 


Figura 16. Espectros de FTIR dos compósitos hidrogel/HAp comercial e experimental: (a) RD, (b) 


GHC, (c) GHCO9. 
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Verifica-se mediante os espectros para os compósitos de hidrogel/HAp (RD, GHC e 
GHC9) que foram observadas além das bandas identificadas nas amostras de HAp, a banda 
correspondente à ligação H-O-H da água livre adsorvida na superfície da HAp e bandas 
correspondentes à ligação C-H do grupo CH5, as quais são provenientes do hidrogel 
composto de água, carboximetilcelulose e glicerina. 

Na Tabela 4 estão apresentados os grupamentos químicos e suas respectivas 
vibrações para os compósitos hidrogel/HAp comercial e para os compósitos hidrogel/HAp 
sintetizada (GHC) e calcinada a 900 “C (GHC9) obtidos a partir dos espectros de FTIR das 
amostras estudadas. 


Tabela 4. Grupamentos químicos e suas respectivas vibrações observadas nas amostras dos 
compósitos de hidrogel/HAp comercial (RD) e experimentais (GHC e GHC9). 


Amostra Grupamentos químicos Vibração (cm!) 
H-O-H 3341 
-CH; 2939 e 2887 
ao Co; 1648, 1411, 890 e 850 
PO; 1035 e 950 
H-O-H 3317 
-CHs 2959 e 2870 
ic Co; 1615, 1451, 887, 850 
PO; 1067 e 944 
H-O-H 3447 
-CH; 2951 e 2887 
Coy 1647, 1447, 855 
Ná PO; 1031 e 919 


5. CONCLUSÕES 


De acordo com os resultados apresentados neste capítulo, conclui-se que a 
hidroxiapatita (HAp) foi sintetizada com sucesso, utilizando-se o método da precipitação por 
via úmida direta e que a calcinação interferiu em alterações estruturais e morfológicas. O 
produto comercial foi caracterizado e ficou comprovado que suas características avaliadas 
experimentalmente estão em concordância com as características indicadas pelo fabricante. 
Os compósitos experimentais foram obtidos com sucesso após a adição da HAp sintetizada ou 
calcinada a 900 “C e apresentaram entre si apenas mudanças com relação ao tamanho de 
cristalito avaliados pela difração de raio X; com relação às demais caracterizações, o 
comportamento foi semelhante. Os compósitos experimentais apresentaram características 
semelhantes ao produto comercial padrão adotado, podendo ser avaliados em estudos in vivo e 
in vitro para verificar seus comportamentos biológicos. 
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RESUMO: O aumento no número de pessoas diagnosticadas como portadoras da diabetes 
tem impactado fortemente no desenvolvimento de novas tecnologias que permitam o 
monitoramento da glicose, como é o caso dos biossensores. Desta forma, no trabalho para este 
capítulo buscou-se avaliar a utilização das nanopartículas magnéticas (NPMs) de Fes04 e 
CoFe,04 sintetizadas via reação de combustão, modificadas superficialmente por agentes 
silanos e aminosilanos, na capacidade de imobilização da enzima glicose oxidase (GOx). Para 
avaliar os materiais e o efeito da modificação de superfície, as amostras foram caracterizadas 
por difração de raios X (DRX) e espectroscopia na região do infravermelho com transformada 
de Fourier (FTIR), além do teste de sedimentação e de imobilização da GOx. Por meio dos 
difratogramas, observou-se que os revestimentos das NPMs não afetaram a sua estrutura. 
Com relação aos espectros, observou-se as bandas características aos grupos funcionais das 
NPMs e dos respectivos revestimentos. O teste de sedimentação indicou a resposta, em 
tempo, dos potenciais biossensores à um campo magnético. Com os testes de imobilização, 
foi possível observar a influência que os grupos funcionais presentes na superfície das NPMs 
têm sobre a capacidade de imobilização da GOx. Os biossensores obtidos apresentaram 
potencialidades para utilização de dispositivos de detecção de glicose. 


Palavras-chave: Nanopartículas magnéticas, modificação de superfície, biossensores, 
dispositivos, glicose. 
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1. INTRODUÇÃO 


As pesquisas na área de nanotecnologia vêm se intensificando ao longo do tempo, 
sendo responsáveis por importantes avanços tecnológicos e científicos no desenvolvimento de 
novos materiais e processos. A variação de escala, obtida pela diminuição de tamanho da 
partícula, possibilita o estudo de novos fenômenos de interface, o que ocasiona propriedades 
químicas e físicas diferentes das observadas em partículas micro ou macroscópicas similares, 
proporcionando o surgimento de novas categorias de materiais e consequentemente inovações 
em processos de diversos ramos do conhecimento, dinamizando assim a aplicabilidade dessas 
partículas. 

Conceitualmente, a nanotecnologia se enquadra no campo do estudo de materiais, 
sistemas ou dispositivos, que possuem pelo menos uma de suas dimensões de escala “nano”, a 
qual se refere a um bilionésimo de metro, aplicados a agregados de átomos em um intervalo 
compreendido entre 1 e 100 nanômetros em relação ao seu diâmetro. A capacidade de criar 
estruturas de dimensões em nanoescala conduz a materiais com propriedades únicas (Parak et 
al., 2015). 

Nessa vertente, as nanopartículas magnéticas (NPMs) apresentam vasta aplicabilidade 
devido à presença de propriedades superparamagnéticas, apresentando a magnetização apenas 
na presença de um campo magnético sem, contudo, permanecerem magnéticas com a 
remoção desse campo, sendo essas propriedades observadas unicamente em escala 
nanométrica. Fazem parte deste grupo as ferritas, as quais apresentam comportamento 
superparamagnético e formam fluidos magnéticos, caracterizados quando as partículas e a 
fase líquida movimentam-se como uma única fase (Dantas, Leal e Costa, 2021a; Luqueze, 
2006). 

Ferritas são óxidos de ferro apresentando sítios em uma estrutura cristalina de ânions 
de oxigênio, com cátions de ferro nos interstícios de uma geometria octaédrica ou tetraédrica 
(Leal et al., 2020). Dentre as ferritas, a ferrita de cobalto (CoFe,04) possui um grande 
interesse tecnológico devido as suas propriedades magnéticas (Ajroudi et al., 2014), podendo 
ser aplicada como ferrofluido (Ammar et al., 2001), carregador de fármaco (Wu et al., 2011) e 
em imagem por ressonância magnética (Shellock, 2002), apresentando também estabilidade 
química e dureza mecânica, fazendo da ferrita de cobalto um material promissor para ser 
utilizado em várias áreas tecnológicas (Cullity e Graham, 2011). 

Vale destacar que, é indispensável o desenvolvimento de estratégias de proteção e 
estabilização química da superfície das nanopartículas, seja durante ou após sua síntese. As 
diferentes camadas de proteção são utilizadas não somente para estabilizar as nanopartículas, 
mas para conferir a estas uma funcionalização adicional de acordo com as aplicações 
desejadas, tornando-as, por exemplo, biocompatíveis, biosseletivas, interagentes ou, 
conferindo as NPMs um conjunto de múltiplas características e propriedades, sendo estas 
denominadas de nanopartículas multifuncionais, aplicadas a exemplo na imobilização de 
biomoléculas (Gupta e Gupta, 2005; Jeong et al., 2007). 

Entre as biomoléculas de interesse industrial que podem ser imobilizadas destacam-se 
as enzimas e entre elas a glicose-oxidase (GOx) por sua vasta aplicação, a exemplo de 
melhorias em cor, sabor, e conservação de alimentos (Hatzinikolaou et al., 1996), 
principalmente em biossensores para a detecção e estimativa de glicose em soluções 
industriais e em fluidos corporais tais como sangue e urina (Petruccioli et al., 1999), e em 
sensores de glicose implantáveis aplicados em pacientes com diabetes (Gerritsen et al., 2001). 
O uso de glicose-oxidase com propriedades promissoras para aplicações em biotecnologia, 
continua tendo considerável interesse, apesar da abundante disponibilidade de GOx comercial 
(Rando et al, 1997). A imobilização enzimática em suportes apropriados se constitui em uma 
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área de interesse enquanto pode significar a melhoria de processos e barateamento de custos. 
O suporte ideal deve adsorver a enzima, sem afetar sua atividade e sem interferir na reação 
enzimática (Comerlato, 1995). 

Estudos com a enzima glicose oxidase (GOx) demonstraram a eficiência da 
imobilização dessa enzima em nanopartículas magnéticas funcionalizadas com 3- 
aminopropiltrietoxissilano (Ansari e Hussain, 2012). O progresso nas pesquisas se deve ao 
fato da alta eficiência dessas enzimas em processos industriais, porém a dificuldade de 
recuperação em estado livre e separação dos produtos formados se tornam o maior impasse 
para utilização em processos em larga escala. As nanopartículas magnéticas funcionalizadas, 
além de favorecerem a imobilização enzimática, podem ser recuperadas de forma rápida e 
simples, mesmo na presença de sólidos (Cho, 2012). 

Muitas pesquisas referentes à imobilização da GOx em NPMs são reportadas na 
literatura (Wang et al., 2011; Lee et al., 2012), porém, estudos a respeito da ativação dos 
grupos funcionalizantes com glutaraldeíido e sobre o mecanismo de adsorção dessa 
biomolécula nas NPMs ainda são escassos. 

Nesta vertente, no trabalho para este capítulo foi objetivado produzir nanopartículas 
magnéticas (NPMs) de ferrita de cobalto (CoFe>04) por reação de combustão, silanizadas com 
tetraeltilortosilicato — TEOS, funcionalizadas com 3-aminopropiltrietoxisilano — APTES, e 
ativadas com glutaraldeído, e utilizá-las na imobilização da enzima glicose-oxidase (GOx), 
para uso em biossensores, sendo apresentado algumas de suas caracterizações. 


2. REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 Diabetes Mellitus 


O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica, que se caracteriza por 
hiperglicemia resultante da deficiência de secreção de insulina pelo pâncreas e/ou resistência 
periférica à ação da insulina (Vilar, 2013). A classificação mais atual do DM é baseada na 
etiologia da doença, e engloba o diabetes tipo 1 e tipo 2. O diabetes tipo 1 (DMI) representa 
10% dos casos de diabetes e predomina em crianças e adolescentes. Em torno de 80% dos 
casos de DMI surge antes dos 18 anos. O DMI caracteriza-se por deficiência absoluta na 
produção de insulina, na maioria das vezes decorrente da destruição autoimune das células 
beta do pâncreas (Kronenberg, 2010). 

O DM? corresponde a 80-90% dos casos de diabetes, surgindo geralmente acima dos 
40 anos, e a maioria dos pacientes é obesa. A hiperglicemia do DM2 ocorre devido à 
resistência periférica à ação insulínica; deficiente secreção de insulina pelo pâncreas; e 
aumento da produção hepática de glicose (Vilar, 2013). 

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento do DM2 encontram-se a idade 
acima de 45 anos, obesidade, sedentarismo, hipertensão arterial, dislipidemia e história 
familiar de DM. As manifestações clínicas mais frequentes são: poliúria, nictúria, polidipsia, 
boca seca, polifagia, emagrecimento rápido, fadiga, fraqueza e tontura (Bandeira, 2009). 

O diagnóstico do DM se baseia nos seguintes critérios: glicemia de jejum, glicemia 
pós-prandial e no valor de 2 horas no teste de tolerância oral a glicose de 75 gramas (OGTT). 
As diretrizes da Associação Americana de Diabetes (2019) também determinam como critério 
de diagnóstico de diabetes a hemoglobina glicosilada (HbA1IC) acima de 6,5% em duas 
dosagens; glicemia de jejum > 126 mg/dl em duas dosagens; glicemia de 2 horas no OGTT 75 
gramas > 200 mg/dl; ou glicemia > 200 mg/dl em pacientes com sintomas clássicos de 
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A insulinoterapia é usada em todos os pacientes com DMI e parte dos pacientes com 
DM2. Os pacientes com DM que necessitam do uso de insulina devem ser orientados quanto 
às diferentes apresentações, formas, vias e locais de aplicações e cuidados de armazenamento 
da insulina, assim como quanto às formas e à importância do monitoramento glicêmico 
(Bandeira et al., 2009). 

De acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2013), o 
monitoramento do DM é realizado com o objetivo de avaliar o controle glicêmico em tempo 
real (glicemias capilares) ou retrospectivamente (glicemias laboratoriais, hemoglobina glicada 
Alc, frutosamina e sistema de monitorização glicêmica contínua ou CGMS). Com os dados 
obtidos, fazem-se mudanças no tratamento (antidiabéticos orais, insulinas e dieta). 

A automonitorização das glicemias capilares é efetuada com a inserção de uma gota de 
sangue capilar em uma fita biossensora descartável contendo glicose desidrogenase ou glicose 
oxidase acoplada a um dispositivo médico (glicosímetro). A maioria dos glicosímetros 
utilizados quantifica glicose plasmática. Após sofrer ação enzimática, há uma reação 
eletroquímica diretamente proporcional à concentração de glicose. A faixa de mensuração vai 
de 10 a 600 mg/dl, dependendo da marca do monitor (SBD, 2013). 

O automonitoramento da glicemia, por meio das glicemias capilares, é uma ferramenta 
útil, permitindo ao paciente avaliar sua resposta individual à terapia, além de prevenir 
hipoglicemias graves e ajudar no ajuste das medicações, da dieta e da atividade física. Não há 
senso a respeito da frequência ideal para realização da glicemia capilar. De um modo geral, 
pacientes em uso de insulina devem proceder às glicemias capilares ao menos três vezes ao 
dia. Para pacientes em uso de terapia oral, a frequência deve ser aquela suficiente para 
facilitar o alcance das metas glicêmicas estabelecidas (Bandeira et al., 2009). 

De acordo com Kuzuya et al. (2002) o principal método clínico para medida da 
glicemia no soro ou plasma sanguíneo consiste no método de Trinder (1969) em que se 
utilizam reagentes tais como peroxidase (HRP), glicose-oxidase (GOx), 4-aminofenazona e 
fenol, avaliando-se a resposta oxidativa do peróxido de hidrogênio (H,0,) resultante da 
reação enzimática, por espectrofotômetro ou biossensores eletrônicos. 


2.2 Biossensores de detecção de Glicose 


Os biossensores são dispositivos analíticos que convertem uma resposta biológica em 
um sinal elétrico, com o objetivo de detectar substâncias ou condições específicas. Os 
biossensores têm sido desenvolvidos para detectar ou mensurar a temperatura corporal, 
pressão arterial, pH, glicose, enzimas, anticorpos, bactérias específicas, entre outros usos. Um 
biossensor é composto por um receptor, que entra em contato com um componente biológico 
ativo (por exemplo, sangue e urina); um transdutor físico-químico e um processador 
eletrônico do sinal (He et al., 2012; Leal et al., 2016). 

Biossensores baseados em transdutores eletroquímicos são os mais usados para 
análises clínicas. Os biossensores amperométricos têm a vantagem de usar uma técnica 
eletroquímica, onde substâncias químicas eletroativas são oxidadas ou reduzidas em eletrodos 
metálicos inertes, possibilitando a quantificação em virtude da intensidade de corrente. A 
maioria dos biossensores amperométricos usa enzimas como elemento reconhecedor do 
material biológico (Cash e Clark, 2010). 

Testes de glicose rápidos e práticos podem ser efetuados através de biossensores que 
se baseiam no sinal elétrico (corrente ou tensão) criado na oxidação da glicose por enzimas. O 
biossensor clássico de glicose é um biossensor enzimático com um transdutor óptico ou 
amperométrico. A enzima catalisa a conversão de um analito em uma molécula que pode ser 
mensurada. As enzimas mais usadas nos biossensores de glicose são hexokinase, glicose 
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oxidase (GOx) e epirroloquinolinadesidrogenase de glicose-quinona (PQQ-GDH) (Urban, 
2009). 

A glicose-oxidase (GOx) faz parte da classe das oxiredutases, que catalisam reações 
por trocas de cargas, ou oxirredução, utilizando oxigênio molecular como receptor de 
elétrons, gerando como subproduto o peróxido de hidrogênio (Murphy, 2006). É uma 
flavoproteína que catalisa a oxidação da B-D-glicose, convertendo-a em D-glucono-ô-lactona 
e HO». Esta reação pode ser compreendida em duas etapas, uma redutora e outra oxidativa; 
na etapa redutora, a GOx catalisa a oxidação de B-D-glicose em D-glucono-ô-lactona, que é 
hidrolisada em ácido glicônico, porém não enzimaticamente. Posteriormente, nessa mesma 
etapa, o anel dinucleotídeo de flavina-adenina (FAD) da GOx é reduzido a FADH;; na etapa 
oxidativa, a GOx reduzida é reoxidada pelo oxigênio a (FAD), produzindo H,0,.0H,505 é 
oxidado por enzimas oxirredutoras, produzindo água (Bankar et al., 2009). Uma representação 
destas etapas está ilustrada na Figura 1. 
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Figura 1. Representação da reação da Glicose-oxidase (GOx) (Witt et al., 2000). 


A reação bioquímica de oxidação da GOx pode alterar o pH do meio devido à 
formação de ácido glucônico, criando uma diferença de potencial (biossensor 
potenciométrico). A polarização do eletrodo pode gerar uma corrente devido à oxidação do 
peróxido de hidrogênio (biossensor amperométrico). O sinal amperométrico produzido é 
diretamente proporcional à concentração de glicose presente na amostra a ser analisada 
(Vieira, 2006). 


2.3 Ferritas 


Ferritas são compostos químicos com propriedades ferrimagnéticas formadas por 
óxidos de ferro como seus principais componentes, que podem ser parcialmente alterados por 
outros óxidos de metais de transição. São classificadas de acordo com sua estrutura cristalina: 
hexagonal (MFe,2019), granada (MsFesO) e espinélio (MFe,04) (Lu, 2011; Santina- 
Mohallem, 2012; Leal et al., 2020). 

As ferritas do tipo espinélio podem assumir dois tipos de arranjo cristalino, de acordo 
com a distribuição dos cátions metálicos nos interstícios tetraédricos e octaédricos, 
denominados espinélio normal e espinélio inverso. No arranjo do tipo convencional, os sítios 
tetraédricos são preenchidos apenas por cátions metálicos bivalentes (8 cátions metálicos 
bivalentes nos oito sítios tetraédricos) e os sítios octaédricos são ocupados apenas pelos 
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cátions de ferro trivalente (16 cátions de ferro trivalente nos 16 sítios octaédricos); na do tipo 
inverso, os sítios tetraédricos são ocupados pelo pelos cátions de ferro trivalente (8 cátions de 
ferro trivalente nos 8 sítios tetraédricos) e os sítios octaédricos são ocupados igualmente por 
cátions bivalentes e de ferro trivalente (8 cátions metálicos bivalentes e 8 cátions de ferro 
trivalente nos 16 sítios octaédricos) (Henderson et al., 2007; Dantas, Leal e Costa, 2021a). 

Entre as diferentes NPMs, as ferromagnéticas do tipo espinélio são amplamente 
adotadas para a imobilização de enzimas devido às suas notáveis vantagens de 
biocompatibilidade e não toxicidade (Liu et al., 2009). Enzimas, em sua uma grande 
variedade, a exemplo das oxidorredutases, hidrolases ou transferases, foram imobilizadas em 
superfície de NPMs funcionalizadas, desenvolvendo sistemas catalíticos estáveis, com fácil 
separação e alta repetibilidade (Netto et al., 2013). 


2.3.1 Magnetita 


O óxido de ferro apresenta quatro formas polimórficas: magnetita (FeO.Fe,03 — 
Fes04), maghemita (y-Fe,0s), goethita (FeO[OH]) e hematita (Fe,03). 

A magnetita é o óxido magnético mais abundante em rochas ígneas, metamórficas e 
sedimentares, sendo rara a sua ocorrência na forma pura, a qual possui magnetização de 
saturação teórica (MS) de 100 JT'kg! a 20 “C (Magalhães, 2008). Suas propriedades 
magnéticas e elétricas são funções não apenas de seus raios iônicos e da valência, mas 
também, das propriedades químicas, morfológicas e estequiométricas. A magnetita difere dos 
outros óxidos por possuir em sua estrutura ferro bivalente (raio iônico 0,083 nm) e trivalente 
(raio iônico 0,067 nm) (Callister, 2006). 

A célula unitária da magnetita é formada por oito íons Fe”” localizados no sítio 
tetraédrico (ou sítio A) e no sítio octaédrico (ou sítio B) oito íons Fe"* e 8 íons Fe?”. Sua 
fórmula pode então ser escrita da seguinte maneira [Fes] 4Fe”'s Fes: 032, onde [ ] 
representa o sítio tetraédrico e f ) o sítio octaédrico (Magalhães, 2008). 


2.3.2 Ferrita de Cobalto 


Ferritas de cobalto (CoFe,04) são partículas magnéticas que apresentam configuração 
do tipo espinélio inverso, e suas aplicações são de particular interesse devido às suas notáveis 
propriedades físicas, como alta coercividade, ou seja, são classificadas como óxidos 
magnéticos duros. Possuem magnetização de saturação moderada, boa dureza mecânica, 
resistência ao desgaste, facilidade de síntese e estabilidade química (Salunkhe et al., 2012). As 
propriedades magnéticas dessas ferritas se devem principalmente a uma interação de 
supertroca predominante entre cátions no sítio tetraédrico e no sítio octaédrico por meio de 
íons de oxigênio. Estudos sugerem que as propriedades destas NPMs são fortemente afetadas 
pelo método de síntese (Amiri et al., 2019; Leal et al., 2020; Dantas, Leal e Costa, 2021b). 

As ferritas de cobalto são formadas por redes cristalinas constituídas por um 
empacotamento cúbico de átomos de oxigênio que resultam em 64 sítios tetraédricos e 32 
sítios octaédricos, apresentando configuração do tipo espinélio, por apresentarem 
conformação cristalina semelhante ao cristal de mesmo nome (MgAl04). Desses interstícios, 
apenas 1/8 dos sítios tetraédricos e 1/2 dos sítios octaédricos são preenchidos por átomos de 
Co? e Fe” (Bloss, 1971). A ferrita de cobalto pode ser preparada pelos métodos de micro- 
ondas, sonoquímico, combustão, hidrólise forçada, coprecipitação, hidrotérmico, 
complexiométrico, pirólise, sol-gel, entre outros (Luqueze, 2006). 

O método de síntese de ferritas por reação de combustão tem permitido a obtenção de 
ferritas homogêneas puras e nanocristalinas, além de ser um método simples, de baixo custo e 
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rápido, com boa reprodutibilidade dos produtos e por ser promissor para a fabricação de 
diferentes sistemas cerâmicos em nanoescala (Costa e Kiminami, 2012; Santos et al., 2014, 
Dantas, Leal e Costa, 2021b). 


2.4 Modificação de Superfície 


As nanopartículas tendem a se agregar devido à sua alta energia superficial, 
desencadeada por apresentar grande área superficial específica. Além disso, possuem alta 
atividade química e são facilmente oxidadas no ar, levando à perda de magnetismo e de 
dispersibilidade (Xu et al., 2014; Mehrasbi et al., 2017). Esses fatores tornam a separação 
magnética menos eficaz, resultando na ineficiência das nanopartículas se ligarem diretamente 
a moléculas enzimáticas. Neste contexto, a funcionalização da superfície pode auxiliar na 
prevenção dos fenômenos indesejados de agregação e de oxidação (Bilal et al., 2018). 

Para contornar essas limitações ocasionadas por esta instabilidade química, uma 
solução prática consiste em revestir as NPMs com diferentes polímeros/moléculas orgânicas 
ou com compostos inorgânicos, como a sílica amorfa (Mallakpour e Madini, 2015; Leal et al., 
2018). Na silanização, a funcionalização das nanopartículas magnéticas é realizada por silanos 
organofuncionalizantes, geralmente bifuncionais, em que uma ligação covalente entre o silano 
e a superfície hidroxilada da nanopartícula é formada. A presença do grupo alcóxido é de 
fundamental importância, pois é através dele que ocorre a ligação entre o oligômero (formado 
pela polimerização finita do monômero silanol, resultante da hidrólise do organosilano) e a 
nanopartícula, que se liga por meio de ligações de hidrogênio às hidroxilas superficiais da 
nanopartícula. Com a secagem, essas ligações de hidrogênio se tornam ligações covalentes 
com a perda de água da partícula (Luqueze, 2006; Leal et al., 2018). 

A modificação de NPMs tem sido utilizada para superar problemas de aglomeração, 
lixiviação e toxicidade, com o benefício adicional de melhorar a capacidade de adsorção. O 
revestimento com sílica tem se mostrado promissor, aumentando a estabilidade em ambientes 
aquosos e a biocompatibilidade com moléculas orgânicas, originando estruturas do tipo core- 
shell (Reddy e Yun, 2016). A característica superficial das nanopartículas é um fator crucial 
que não só determina a biocompatibilidade desses materiais magnéticos, mas também 
desempenha um papel importante na fixação em tecidos (Gupta e Gupta, 2005; Griittner et al., 
2001; Leal et al., 2018). 


2.4.1 Método de Stôber 


Uma rota muito popular para a síntese de partículas de sílica é o método de Stôber 
(1968). Este método permite a síntese de partículas de sílica esféricas e homogêneas de 
tamanho desejado sem o uso de equipamentos sofisticados, relativamente simples e eficaz. 
Uma metodologia típica para a síntese de partículas de sílica segundo o método de Stôber 
envolve a mistura de etanol e amônia (catalisador), frequentemente com uma pequena 
quantidade de água deionizada, seguida por adição de tetraetilortossilicato - TEOS, 
(Si(C,H50)4), sob agitação contínua, que pode ser substituída por sonicação (Jankieewicz et 
al., 2012). Durante a síntese de partículas de sílica, o TEOS sofre hidrólise e condensação 
para formar a estrutura de sílica, representada na Figura 2. 

A formação de partículas ocorre através de um processo de agregação de subestruturas 
de siloxano que é influenciado fortemente pelo potencial de superfície das partículas de sílica 
e a força iônica do meio de reação, denominado de gelificação, que embora explique a 
formação e crescimento de partículas, seu mecanismo é bastante complexo (Van Blaaderen et 
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al., 1992). As possíveis reações de hidrólise e condensação do TEOS ocorrem durante o 
processo de gelificação (Chrusciel e Slusarski, 2003). 
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Figura 2. Mecanismo de reação do processo de crescimento de sílica pelo método de Stóber (Eduardo, 
2019). 


As partículas de sílica preparadas pelo método de Stôber são amorfas, têm distribuição 
de tamanho de partícula estreita (menos de 5%) e seu tamanho de partícula, porosidade e 
morfologia podem ser modificadas pelo controle das condições de reação, ou seja, pelos 
parâmetros de reação que influenciam sua formação, como os efeitos das concentrações de 
TEOS, NH; e HO, bem como o tipo e quantidade de solvente, temperatura de reação e pH 
(Jankieewicz et al., 2012; Leal et al., 2018). 

O maior impacto na formação de partículas de sílica tem a quantidade de TEOS 
(precursor de sílica), e sua razão molar para água e amônia utilizada na síntese. Em geral, 
partículas de sílica menores são obtidas em concentrações menores de TEOS adicionadas à 
mistura de reação (Chen, 1998; Wang et al., 2006; Wang et al., 2010). Assim, as partículas de 
sílica de tamanhos diferentes podem ser obtidas alterando a concentração de TEOS. A 
homogeneidade das partículas de sílica também depende da qualidade do TEOS. Este 
reagente deve ser armazenado em ambiente neutro para evitar sua polimerização, o que pode 
levar a uma ampla distribuição do tamanho das partículas (Jankieewicz et al., 2012). 


2.4.2 Funcionalização 


A funcionalização da superfície das nanopartículas com moléculas que contenham 
grupos funcionais tem sido uma estratégia de grande êxito na prevenção da formação de 
agregados. A escolha adequada dessas moléculas favorece a promoção e maximização das 
interações com a matriz, formando assim nanocompósitos, que são nanopartículas 
caracterizadas pela existência de duas ou mais fases. Os nanocompósitos magnéticos de baixa 
densidade podem ser obtidos através da incorporação de nanopartículas magnéticas em uma 
matriz polimérica (Pascault e Williams, 2010; Leal et al., 2018). Um agente silano 
quimicamente adsorvido sobre uma superfície inorgânica proporciona uma plataforma de 
reações químicas adicionais, através de uma amina ou outro grupo funcional oposto ao silano. 
Assim, macromoléculas, como proteínas, enzimas e DNA podem se fixar à esta plataforma, 
ligando-se ao grupo funcional (Wang e Vaughn, 2008). 
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Os agentes silanos apresentam uma fórmula geral Y(CH,)n.Si(OR)3, onde OR é um 
grupo sílicio-funcional (O-metil, O-etil, O-propil), enquanto que Y é um grupo organo- 
funcional (grupo amino, carboxílico, aldox). A presença de grupos hidroxilas (-OH) na 
superfície das partículas é indispensável para promover a reação com agentes de acoplamento 
do tipo silano onde, os grupos (OR); se hidrolisam formando grupos silanóis (Si-OH) que 
reagem com materiais-inorgânicos. Por outro lado, seu grupo R é capaz de reagir com os 
monômeros a serem polimerizados formando assim materiais híbridos orgânicos inorgânicos 
(Diaz-Benito et al., 2010). 

Entre os tipos de agentes silanos mais utilizados e que tem se mostrado eficiente na 
funcionalização de nanopartículas temos o 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (Sahoo et al., 
2014). Na Figura 3 é apresentado um possível mecanismo proposto para a etapa de formação 
de oligômeros funcionais na funcionalização com APTES das NPMs de ferrita de cobalto 
(CoFe,04) silanizadas com TEOS. 
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Figura 3. Mecanismo de reação proposto para etapa de formação de oligômeros funcionais na 
funcionalização com APTES das NPMs de CoFe,0, silanizadas com TEOS (Eduardo, 2019). 


O processo, denominado sol-gel, pode ser facilmente reconhecido, já que se trata de 
uma rota de síntese de materiais na qual num determinado momento do processo ocorre uma 
transição do sistema sol para o sistema gel. Desse modo, os géis coloidais resultam da 
agregação linear de partículas primárias, que só pode ocorrer pela alteração apropriada das 
condições físico-químicas da suspensão na qual se promovem reações de polimerização. 
Neste caso, a gelatilização ocorre pela interação entre as longas cadeias poliméricas lineares. 
O processo sol-gel pode ser dividido em duas classes, dependendo da natureza do precursor 
inorgânico utilizado: a dos sais e a dos alcóxidos. A reação de polimerização sol-gel pode ser 
dividida em duas etapas básicas: a hidrólise do grupo alcóxido com formação de grupos 
reativos do tipo silanol, e a condensação do grupo silanol que leva inicialmente à formação do 
sol e, posteriormente à formação do gel, com formação dos oligômeros (Liu et al., 2005). 
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2.5 Imobilização de Enzimas 


A imobilização enzimática tem atraído grande interesse no desenvolvimento de novas 
tecnologias e aplicações industriais, principalmente por seus processos apresentarem maior 
viabilidade econômica para aplicações de enzimas. Eles foram implementados em maior 
escala, principalmente na indústria alimentícia, onde substituem processos enzimáticos livres 
e na fabricação de especialidades químicas e farmacêuticas, particularmente onde a síntese 
assimétrica ou na resolução de enantiômeros para produzir produtos opticamente puros 
(Krajewska, 2004). 

As enzimas se ligam covalentemente ao suporte por meio de grupos funcionais 
presentes na enzima, que não são essenciais para a atividade catalítica. Sabe-se que a 
imobilização diminui a atividade enzimática; isso ocorre devido ao bloqueio dos sítios ativos 
ou pelas mudanças na conformação da enzima no final do procedimento de acoplamento 
(Srere et al., 1976; França, 2019). 

Para a ativação inicial do grupo funcional no suporte sólido se faz necessário que esse 
grupo funcional reaja com a proteína, ou envolve a fixação preliminar de uma substância 
"ligante" bifuncional ao suporte, seguida por acoplamento. O ligante pode ter a mesma função 
reativa em cada extremidade (homobifuncional), ou as duas extremidades podem ter 
diferentes grupos funcionais (heterobifuncional). Em qualquer dos casos, o grupo livre é 
capaz de reagir com a proteína ou com o ligante. Em alguns casos, o ligante é primeiro 
acoplado à proteína antes da ligação ao suporte sólido. Neste caso, deve ser do tipo 
heterobifuncional, uma vez que a extremidade livre não deve ser capaz de reagir com uma 
segunda proteina ou ligante, mas apenas com o suporte. O glutaraldeído é um agente 
reticulante frequentemente utilizado em aplicações bioquímicas como um ativador 
homobifuncional de grupos aminos (NGO, 1993). O mecanismo de ativação com 
glutaraldeído está ilustrado na Figura 4. 
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Figura 4. Reação de acoplamento entre um suporte de alquilamina e glutaraldeído seguido por 
acoplamento do reagente ativado à proteína (NGO, 1993). 


Nanopartículas magnéticas (NPMs) recentemente atraíram mais atenção como 
suportes utilizados na imobilização de enzimas devido às suas propriedades magnéticas 
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únicas, e por possuírem boa biocompatibilidade. A maioria das pesquisas sobre NPMs em 
aplicações bioquímicas tem focado nos óxidos de ferro, devido à essas partículas 
apresentarem estabilidade oxidativa e compatibilidade biológica (Weissleder et al., 1989; 
Muller et al., 1996; Bilal et al., 2018; Santos et al., 2012; Leal et al., 2020). 

Desta forma, o trabalho para este capítulo teve por objetivo avaliar o potencial da 
modificação de superfície de diferentes núcleos magnéticos — NPMs à base de FeFe,O, e de 
CoFe,0, — para a imobilização da enzima glicose oxidase, visando a aplicação como 
biossensor glicêmico. 


3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Síntese das nanopartículas de FeFe,0, 


As NPMs de Fe3O4 foram sintetizadas por reação de combustão (Costa et al., 2009; 
Costa e Kiminami, 2012; Dantas et al., 2021). Como recebidas do Laboratório de Síntese de 
Materiais Cerâmicos — LabSMacC, foram secas em estufa FANEM modelo 315 a 100 “C 
durante 24 horas. Após secagem, foram peneiradas em malha ABNT 325 (abertura 45 um) e 
em seguida submetidas a modificação de superfície (silanização) pelo método de refluxo com 
o APTES, seguindo o procedimento proposto por Santos et al. (2012) e caracterizadas antes e 
após a silanização. 


3.2 Síntese das nanopartículas de CoFe,0, 


As NPMs de ferrita de CoFe>04 também foram sintetizadas por reação de combustão 
(Costa e Kiminami, 2012; Dantas et al., 2021). Para tanto, foram adicionados 655,16 g de 
nitrato de ferro e 291,03 g de nitrato de cobalto ao reator inox, acrescidos a 404,31 g de ureia. 
As quantidades exatas dos reagentes foram determinadas com base na estequiometria da 
reação [1:2:4] e a quantidade necessária de combustível foi determinada pelo cálculo 
estequiométrico de valência da reação de oxirredução de acordo com a teoria dos propelentes 
e explosivos (Jain et al., 1981). A mistura foi submetida ao aquecimento até a ocorrência de 
autoignição (temperatura máxima em torno de 600 ºC). Foram medidos o tempo de reação, o 
tempo de chama, a temperatura máxima atingida e a massa resultante. As amostras, obtidas na 
estrutura de flocos porosos, foram desaglomeradas em almofariz e passadas em peneira com 
malha 325 (abertura ABNT de 45 um). As amostras pós preparação foram calcinadas à 1000 
ºC durante 4 horas. 


3.3 Modificação de superfície 


As NPMs de FeFe,O, foram silanizadas, sendo que a reação de silanização com 
APTES adotada foi baseada na metodologia proposta por Santos et al. (2012). Em um balão 
de três bocas e fundo redondo com capacidade de 250 mL foram colocadas 5 g de Fes04, 80 
mL de tolueno e 5 mL do APTES. Depois de uma agitação manual, submeteu-se a mistura a 
um sistema de refluxo sob temperatura de aproximadamente 110 ºC sob agitação magnética 
por 72 horas. Em seguida a solução foi transferida para tubos de ensaios em uma centrífuga 
FANEM 43 modelo baby com velocidade 500 rpm/ 30 minutos a fim de promover a 
sedimentação das nanopartículas magnéticas. 


Ey 


Nanobiossensores para Imobilização da Enzima Glicose Oxidase com 


Ativação Magnética 


Posteriormente, lavou-se as NPMs de Fe304, com álcool etílico. Este procedimento 
repetiu-se por 10 vezes, até ser possível notar que após a lavagem o álcool descartado estava 
praticamente transparente. Para finalizar, as NPMs foram secas em estufa da marca FANEM, 
modelo 315, a 150 ºC durante 24h. 

A silanização das NPMs de ferrita de cobalto ocorreu de acordo com método de Stóber 
(1968), seguindo as adaptações propostas por Khatiri et al. (2013). A quantidade de 1,0 g de 
NPMs sintetizadas foi disperso em uma solução contendo 20 mL de água deionizada e 80 mL 
de etanol. A mistura foi sonicada em um banho ultrassom com potência de 14 W em um 
intervalo de tempo de 15 minutos. Foi adicionada à mistura contendo as NPMs uma solução 
composta por 2,0 g de TEOS (2,15 mL em volume), 50 mL de etanol e 6 mL de amônia a 
25%. A mistura resultante foi sonicada por 10 minutos em um banho ultrassom com potência 
de 16 W. Após esta etapa, a reação de silanização prosseguiu durante 4 horas à temperatura 
ambiente (25 ºC), sob agitação mecânica contínua, em sala exaustora. As NPMs silanizadas 
foram lavadas com água e etanol em 3 ciclos, e submetidas a secagem branda em estufa a 60 
ºC durante um período de 24 horas. 

As NPMs CoFe,0,0Si0O, foram funcionalizadas e a metodologia adotada foi 
adaptada de Liu et al. (2009) e Sadighian et al. (2014). Em um becker, 1,0 g de NPMs 
silanizadas foi disperso em 50 mL de etanol utilizando um banho ultrassônico com potência 
15 W durante 10 minutos. Em seguida, 1,0 mL de APTES foi adicionado lentamente à 
suspensão; após a adição do APTES, o becker foi coberto e envolto com plástico filme e a 
mistura foi agitada mecanicamente à temperatura de 60 ºC no intervalo de tempo de 6 horas. 
As NPMs funcionalizadas foram separadas utilizando um ímã externo e lavadas com água 
deionizada e etanol em 3 ciclos, finalmente foram secas em estufa a 60 “C por 24 horas. Após 
este período, os grupos funcionais -NH, foram ativados com o ligante homobifuncional 
glutaraldeído em uma concentração de 1% (v/v), obtendo-se as NPMs CoFe,0,0S105-NH». 


3.4 Caracterização das amostras 
3.4.1 Difração de Raios X —- DRX 


As amostras de NPMs de FeFe,04 e CoFe>04 antes e após a funcionalização foram 
caracterizadas por difração de raios X utilizando um difratômetro da BRUKER (modelo D2 
Phaser, radiação Cu-K). Os ensaios foram realizados no Laboratório de Síntese de Materiais 
Cerâmicos (LabSMaC) da Unidade Acadêmica de Engenharia de Materiais (UAEMa) da 
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Por meio dos dados de difração coletados 
foram determinadas as fases presentes, a cristalinidade, a partir da razão entre a área integrada 
do pico referente à fase cristalina e a área referente à área amorfa; e o tamanho de cristalito, 
determinado pelo método de Scherrer (1918). 


3.4.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier — FTIR 

Os espectros de FTIR das amostras de NPMs foram obtidos utilizando um 
espectrômetro modelo 660-IR da VARIAN, entre 4000 e 200 cm, com resolução de 4 cm! e 
20 varreduras. As análises foram realizadas no LabSMaC da UAEMa da UFCG. 


3.4.3 Teste de sedimentação 


Para o teste de sedimentação foram utilizados 3 mL de solução tampão fosfato 0,1 M, 
pH 7,0; 50 mg das NPMs foram colocados em uma cubeta com capacidade de 5 mL e 
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dispersas na solução tampão; a mistura foi agitada manualmente por 30 segundos. O tempo de 
sedimentação foi determinando a partir do momento em que se cessou a agitação até o 
momento em que não mais se visualizava a decantação das NPMs. As análises foram 
realizadas no Laboratório de Engenharia Bioquímica (LEB) da Unidade Acadêmica de 
Engenharia Química (UAEQ) da UFCG. 


3.5 Imobilização da GOx 


Primeiramente pesou-se 5 mg de GOx, a qual foi diluída em 100 mL da solução 
tampão de PBS. A seguir pesou-se 3 mg das nanopartículas (Fe304 ou Fe304/SiO»). Separou- 
se 1 mL da solução preparada com GOx e adicionou-se as NPMs pesadas em um tubo de 
ensaio. A reação prosseguiu durante 4 h em um shaker (marca Marconi, modelo MA-420) sob 
4ºC, pressão atmosférica de latm e agitação de 200 RPM. 

A determinação de proteínas em solução foi realizada segundo método de Bradford 
(1976), utilizando um espectrofotômetro com comprimento de onda em 595 nm, com a curva 
de calibração para o reagente de Bradford B6916 (Sigma); em um tubo de ensaio, 0,05 mL do 
sobrenadante da solução de GOx, utilizada na imobilização, foi misturada a 1,5 mL do 
reagente Bradford. Após 5 minutos, foi realizada a leitura no espectro. 

A quantidade adsorvida de GOx nas NPMs foi determinada em relação a fase fluida 
que contém a enzima GOx (adsorbato) e a fase sólida composta pelas nanopartículas 
magnéticas CoFe,0,0S1i05-NH;, (adsorvente), por balanço de massa entre a solução inicial e 
final após imobilização de GOx, calculada pela Equação 1: 


Eq. 1 


sendo, q a capacidade adsortiva, v o volume de solução utilizada, C; a concentração inicial de 
GOx, Ca concentração final de GOx do sobrenadante, e mas a massa de adsorvente utilizada 


(NPMS). 


4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 


Na Figura 5 estão ilustrados os resultados da difração de raios X obtidos dos 
biossensores a base de Fe304 e CoFe,04, com e sem as modificações de superfície. 
Analisando o difratograma da amostra Fe304, Figura 5a, observa-se que esta é composta pela 
fase majoritária de magnetita (Fe304) correspondendo a 90%, identificada pela ficha 
cristalográfica JCPDS 88-0315, com traços de hematita (Fe,0:) equivalente a 10%, ficha 
JCPDS 33-0664, enquanto em relação a amostra Fe304/SiO; constata-se a presença das 
mesmas fases, com um percentual de 84% de Fe304 e 16% de Fe,O, das fases, indicando que 
o processo de silanização (modificação de superfície da Fe3O0, pelo acoplamento com o agente 
silano APTES) não alterou a estrutura da amostra. 

Estas mesmas características, presença de hematita como segunda fase e preservação 
da estrutura após a silanização também foram observadas por Kanimozhi e Perinbam (2013) 
quando estudaram a síntese de nanopartículas de Fe304 superparamagnéticas silanizadas com 
APTES e TEOS (tetraetilortosilicato) para uso em biossensores de imobilização da lipase em 
Pseudomonas fluorescens Lp1. 
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Quanto aos difratogramas das amostras a base de CoFe,04, Figura 5b, foi possível 
observar picos estreitos, de alta intensidade relativa à largura basal, característicos de 
materiais cristalinos estruturados, apresentando característica de partículas nanométricas e 
com boa cristalinidade, definidos pela relação entre a intensidade dos picos e a largura basal. 
As amostras, antes e após a modificação de superfície com os TEOS e APTES, apresentaram 
background (ruídos), que ocasionam possível imprecisão na determinação da cristalinidade. 
Contudo, observa-se que a modificação de superfície não diminuiu a cristalinidade do 
material, caracterizado pela manutenção e amplitude dos picos característicos das fases 
observadas antes da modificação, como também observado por Araújo et al. (2018). 

Pelas análises comparativas, observa-se a formação da fase ferrita de cobalto 
(CoFe,504) e traços de hematita (Fe,03) identificados respectivamente pelas fichas 
cristalográficas JCPDF 22-1086 e JCPDF 33-0664. O método de refinamento de estrutura 
corroborou com esse resultado, apresentando a existência da hematita como segunda fase na 
estrutura das NPMs; as NPMs apresentaram composição de 83,95% de CoFe,0,e 16,05% de 
Fe,03, enquanto as NPMs após a modificação da superfície com TEOS e APTES 
apresentaram composição de 84,29% de CoFe,04€ 15,72% de Fe,0s. 


CoFez0s 


CoFez0«DSIO>NHz 


JCPDF 33-0664 
Fe,O, 


Intensidade (ua) 


Intensidade ( u.a.) 


€,0, SCPDF 88-0315 


JCPDF 22-1086 
CoFe.O, 


(b) | LI | | | 
= pa RA EA 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 
25 (graus) 289 (Graus) 


Figura 5. Difratogramas de raios X das NPMs à base de (a) FesO, e à base de (b) CoFe,04,. 


(a) 


Na Tabela 1 são apresentados os valores relativos à estrutura das NPMs antes e após a 
modificação da estrutura referentes à cristalinidade e ao tamanho do cristalito do pico de 
maior intensidade (311), obtidos a partir dos resultados de DRX. De maneira geral observou- 
se que os tratamentos praticados nas NPMs de Fe:0, e de CoFe,04 contribuiram para 
mudanças em seus respectivos tamanhos de cristalitos e cristalinidades. 


Tabela 1. Cristalinidade e tamanho de cristalito das amostras estudadas. 


NPMs Tamanho do cristalito (nm) Cristalinidade (%) 
Fes04 45,00 90,0 
Fes04/SiO,> 24,59 88,0 
CoFe,0, 24,59 60,3 
CoFe,0,0 S1i0O5,-NH, 21,25 59,1 
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Na Figura 6 estão ilustrados os resultados de FTIR obtidos das amostras à base de 
Fes04 e CoFe,04, com e sem as modificações de superfície. Observa-se que na amostra Fe304 
encontram-se as bandas de absorção de infravermelho descritas a seguir. 


Transmitância (u.a.) 


Absorbância (%) 


s000 3500 300 2500 2000 1500 1000 soa 4000 3500 3000 2500 2000 1500 4000 500 
: 4 
Numero de onda (cm”) Comprimento de onda (cm ) 


Figura 6. Espectros de FTIR das NPMs à base de Fe;O4: (a) sem revestimento, (b) com revestimento e 
à base de CoFe,0, (c) sem revestimento e (d) com revestimento. 


Em aproximadamente 3500 e 1600 cm”! observa-se bandas correspondentes à ligação 
O-H que são referentes aos grupos de hidroxilas livres ou ligados à hidrogênio, resultante da 
água fisicamente adsorvida e à vibração de deformação das moléculas de água interlamelares, 
respectivamente, a qual ocorre como resultado do uso de KBr higroscópico durante a 
preparação das amostras para a análise de infravermelho. Entre 2900 e 2700 em”! observa-se 
bandas atribuídas ao estiramento alifático tipo sp3 da ligação C-H, possivelmente resultado do 
resíduo de carbono livre proveniente do método de síntese. Em torno de 1400 cm”! verifica-se 
uma banda intensa e estreita referente a deformações axiais assimétricas do grupo NO; 
referente ao gás gerado durante a combustão; entre 600 e 500 em! verifica-se bandas 
atribuídas às vibrações da ligação Fe-O nos sítios tetraédricos e octaédricos na estrutura do 
espinélio inverso da magnetita. 

Na Figura 6b verifica-se que a amostra Fe304/S1O; apresentou as mesmas bandas de 
absorção no infravermelho observadas para a amostra Fes304 (O-H, C-H e Fe-O) acrescidas 
das bandas descritas a seguir: de 3450 a 3200 em! bandas correspondentes às absorções 
fracas de aminas primárias N-H; uma banda intensa e estreita referente ao estiramento da 
ligação C=O em torno de 1736 cm”!; uma banda correspondente à deformação angular 
simétrica da ligação CH, em 1460 cm” e da ligação CH; em 1380 cm'”!; em 1244 cm! uma 
banda referente ao estiramento simétrico da ligação Si-CH; e ao estiramento assimétrico da 
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ligação Si-O-Si em 1167 cm'!. Deve-se ainda enfatizar que estas últimas bandas observadas 
comprovam a presença do agente silano acoplado à estrutura da magnetita. 

De acordo com Srivastava et al. (2010) os modos vibracionais gerados pelas ligações 
metal-oxigênio (M-O) são detectados por volta de 400 e 600 em!, sendo tal valor 
determinado pelo tamanho da ligação Fe”” - O”, tanto nos sítios octaédricos, quanto nos 
tetraédricos. Os modos vibracionais de íons metálicos bivalentes tetraédricos são encontrados 
em regiões próximos a 590 - 600 em”!, enquanto os octaédricos são detectados na região de 
400 cm! (Deligoz et al., 2013; Sharifi et al., 2012; Rana et al., 2010). 

Na Figura 6d, a evidência de recobrimento da ferrita de cobalto pelo processo de 
silanização é constatada pelo surgimento de um ombro na região de 970-900 em, 
correspondente à banda de absorção das ligações Si-O-Si e Si-O-H, ao lado da banda relativa 
ao Fe-O e Co-O em 575 cm”! da ferrita de cobalto, e da banda em torno de 600 cm”! relativa 
as ligações Si-O-Fe e Si-O-Co; duas impressões típicas para sílica são exibidas no espectro, 
sendo uma a forte banda larga a 1094 cm'!, correspondentes à vibração de estiramento 
assimétrica Si-O-Si, e a outra, uma banda fraca a 477em'! atribuída à vibração C-Si-O 
(Badruddoza et al., 2013; Zeng et al., 2013). 

Os grupamentos (NH,) são caracterizados por bandas menores na região 2800-3000 
cm”, correspondendo à vibração de estiramento C-H da cadeia carbônica do APTES, e em 
1553 em”, correspondente ao grupo N-O, possivelmente formado em reações secundárias. 
Bandas em 975 cm” são correspondentes ao grupo funcional Si-OH e em 796 cm”!, são 
características do estiramento Si-O-Si (Limaye et al., 2017). 

São ilustradas na Figura 7 os testes de sedimentação para os biossensores finais, após a 
modificação de superfície (Fe304/S10, e CoFe,/0,0S105-NH>). Por meio da Figura 7a, 
verifica-se que pelo alto comportamento magnético da magnetita, suas partículas são 
fortemente atraídas pelo campo magnético induzido pelo ímã, com um tempo de 
sedimentação de 1,18 segundos e observado pelo fluxo indicado pelas setas vermelhas. Para 
estas mesmas amostras, porém sem atuação do campo externo, o tempo de sedimentação foi 


de 22 segundos. 
0s Ausência de campo e externo 225 
Os Presença de campo magnético externo 1,18s 


: a a a 
Figura 7. Teste de sedimentação das amostras (a) Fes304/SiO, (França, 2013) e (b) CoFe,0,0SiO,- 


NH, (Eduardo, 2019). 
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O tempo de sedimentação para as NPMs de CoFe,0,40 S105-NH; foi de 223 segundos 
na presença apenas do campo gravitacional e de 95 segundos na presença de um campo 
magnético externo, apresentando-se como um material cuja dispersibilidade é superior ao da 
amostra Fe30,/S105, indicando influência da funcionalização da superfície que garante um 
caráter mais hidrofílico às NPMs. 

Tal resultado corrobora com os achados de Huang et al. (2010) quando estudaram a 
imobilização da GOx utilizando Fez04 silanizada com TEOS e ativada com APTES + 
glutaraldeído em que obtiveram 0,13 mg de GOx imobilizada por cada 1 mg NPMs ativadas, 
o que segundo estes autores reflete uma eficiência de 90% de imobilização das NPMs 
ativadas, sendo a imobilização realizada por ligação cruzada (cross-linking) entre a GOx e o 
GA. 

A quantidade de GOx imobilizada das amostras Fes04, Fe304/SiO, e CoFe,0O4(0)S10,- 
NH; estão apresentadas na Tabela 2. Analisando os resultados, observa-se que a magnetita 
pura (Fes304) imobilizou 0,006 mg de GOx por cada 1 mg de nanopartícula, enquanto que o 
híbrido Fe304/S10> imobilizou 0,008 mg de GOx por cada 1 mg de NPMs. 


Tabela 2. Quantidade adsorvida de GOx imobilizada nas amostras estudadas. 


Amostra q (mg de GOx/mg de NPMs) 
Fes04 0,006 
Fe;0,/S10,-NH, 0,008 
CoFe,0,0Si0,-NH; (Glut. 1% v/v) 0,042 


Desta forma, verifica-se que com relação à imobilização da GOx o híbrido Fe304/S1O, 
foi mais eficiente do que a magnetita pura (Fe304). Estes resultados estão relacionados ao tipo 
de mecanismo que ocorre na imobilização, ou seja, para a magnetita pura o mecanismo de 
imobilização é por adsorção física da GOx na superfície das NPMs, de forma a minimizar a 
tensão superficial existente nas NPMs. Porém este mecanismo é uma ligação fraca o que 
facilmente faz com que a GOx se desprenda da superfície das NPMs. 

Por outro lado, no caso do híbrido, o mecanismo ocorre por ligação covalente entre os 
grupos NH, do APTES e a GOx (Lee et al., 2012), o que por ser uma ligação forte a GOx se 
mantém imobilizada com mais eficiência. Nesse contexto, ao realizar a ativação dos grupos 
aminos da amostra CoFe,0O4(DS10;-NH, com o glutaraldeído, observa-se uma capacidade 
adsortiva muito superior. 


5. CONCLUSÕES 


As NPMs de Fes04 e CoFe,O,, sintetizadas via reação de combustão, apresentaram 
características promissoras para utilização em estruturas core-shell. Estes materiais 
apresentaram a vantagem de terem a sua superfície modificada por meio de agentes silanos e 
aminosilanos, o que permitiu particularidades como a presença de grupos funcionais na 
superfície do material e caráter hidrofílico, sem comprometer as características estruturais do 
núcleo magnético. Os testes com a GOx mostraram como a presença dos grupos funcionais - 
NH, favorecem a imobilização da enzima, permitindo a obtenção de um biossensor para 
detecção da glicose. 
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RESUMO: O processo reparatório do osso natural, dentre outros mecanismos fisiológicos, 
ocorre de maneira harmônica em todo organismo. Entretanto, a presença de alguns fatores 
deletérios como cirurgia, trauma ou patologia, pode interferir na fisiologia da remodelação óssea. 
Sabe-se que a ação sinérgica entre biomateriais pode auxiliar e favorecer a osteogênese após 
cirurgia de enxertia, desde que estes sejam biocompatíveis. A biocompatibilidade é avaliada, 
dentre outros fatores, pela reação do osso ao biomaterial em sua união físico-química, além disso, 
a energia de superfície relacionada ao grau de molhabilidade e intumescimento do biomaterial 
pelo sangue, definirá o tipo e a qualidade do contato entre o tecido neoformado e o enxerto. 
Assim, no trabalho para este capítulo foi considerado como objetivo principal desenvolver 
scafjolds de quitosana/hidroxiapatita e em seguida relacionar sua microestrutura com o seu 
potencial de intumescimento. Para isto, foram selecionadas matérias-primas (quitosana e 
hidroxiapatita) produzidas na Universidade Federal de Campina Grande, a partir das quais 
confeccionou-se scaffolds pelo processo de liofilização. Os biomateriais obtidos foram 
caracterizados por microscopia óptica, microscopia eletrônica de varredura e análise do potencial 
de intumescimento. Observou-se através da microscopia óptica e eletrônica de varredura uma 
morfologia com presença de poros interconectados que proporcionou um alto potencial de 
absorção, intumescimento e retenção da solução tampão pela matriz polimérica. A metodologia 
mostrou-se reprodutível e viável com as hidroxiapatitas bem dispersas na matriz de quitosana, 
com exceção da obtida por reação de combustão. Sendo assim, além de todas as propriedades 
biológicas consolidadas na literatura, os scaffolds de quitosana e hidroxiapatita produzidos e 
avaliados nesta pesquisa apresentam propriedades e características desejáveis às cirurgias de 
implantes ósseos. 


Palavras-chave: Scafjolds, hidroxiapatita, quitosana, reparação óssea. 
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1. INTRODUÇÃO 


A estrutura e composição esquelética dos seres vertebrados é constituído por um tecido 
altamente especializado, metabolicamente ativo e em constante alteração ao longo do seu 
desenvolvimento. Esse equilíbrio dinâmico depende de muitas variáveis, entre essas, forças 
aplicadas ao osso e a regulação da deposição e reabsorção de cálcio no organismo. O tecido 
ósseo se adapta às mais diversas situações do dia a dia, em um processo conhecido como 
remodelação óssea, que consiste na renovação de porções antigas ou danificadas do osso 
(Dinopoulos, Dimitriou e Giannoudis, 2012; Tortora e Derrickson, 2016; Khanna et al., 2017). 

A remodelação óssea é mediada pelas células osteogênicas que se encontram na 
porção interna do periósteo e do endósteo. Essas células irão dar origem aos osteoblastos, 
células que estão localizadas na superfície óssea e são responsáveis pela síntese da parte 
orgânica da matriz óssea, composta pincipalmente por colágeno tipo I. Após a síntese de 
matriz óssea, uma parte dos osteoblastos sofre apoptose, enquanto que alguns deles sofre 
diferenciação em células alongadas e finas, presentes na superfície óssea (lining cells ou 
células de revestimento) ou são encerradas em pequenas lacunas da matriz óssea, passando a 
ser conhecidas como osteócitos. Essas células são responsáveis pela manutenção do 
metabolismo diário do osso, trocas de nutrientes e produtos catabólicos com o sangue. Por 
fim, os osteoclastos são células mono ou multinucleadas de origem hematopoiética. Possuem 
grandes dimensões e produzem enzimas lisossomais que participam na remodelação óssea, 
mais especificamente, na reabsorção da matriz óssea (Santos, 2010; Heras et al., 2019). 

Enfim, os osteoblastos, osteoclastos e osteócitos são responsáveis pela formação, 
reabsorção e manutenção óssea e estão envolvidas na remodelação ósseo em um processo 
cinético, contínuo, equilibrado e fisiológico. Contudo, após grandes cirurgias, traumas ou 
doença com perda de grande extensão óssea, a reparação fisiológica iniciada em resposta aos 
mecanismos regulatórios não é suficiente para o reestabelecimento das funções normais 
alteradas. Diante disso, muitos biomateriais da engenharia de tecidos têm sido investigados na 
tentativa de auxiliar e proteger reparações ósseas em regiões lesionadas (Shu et al., 2018; 
Heras et al., 2019). 

Para que um biomaterial seja usado como alternativa aos enxertos autógenos e 
heterógenos, ele deve apresentar características desejáveis como: resistência mecânica 
adequada para suportar a tensão exercida, fixação físico-química para evitar a migração do 
implante, bioatividade, ausência de toxicidade, solubilidade adequada nos fluidos corpóreos e 
boa compatibilidade com o sistema biológico onde será implantado, diminuindo assim a 
rejeição pós cirúrgica. Em alguns casos, a presença de microestruturas com poros 
interconectados e dispersos em seu volume são essenciais pois possibilitam o molhamento, 
intumescimento pelo sangue, e, consequentemente, o suprimento sanguíneo da região 
reparada; propriedades que influenciam na adesão, atividade celular, angiogênese 
(neovascularização) e que despertam o interesse científico por esses materiais em terapias 
para aplicações biomédicas (Zhang et al., 2014; Atak et al., 2017). 

Sendo assim, vários materiais sintéticos têm sido desenvolvidos como terapia 
alternativa aos enxertos ósseos autógenos, que normalmente tem sido usado como "padrão- 
ouro" nessas situações. No entanto, essa metodologia requer segunda cirurgia, levando à 
morbidade do sítio doador, danos aos nervos, inflamação e hematomas. Na engenharia de 
tecido, as biocerâmicas a base de fosfato de cálcio, a exemplo da hidroxiapatita (HAp), têm se 
tornado substitutas sintéticas do osso humano em cirurgias de enxerto (Rocha, Quintella e 
Torres, 2012; Hell e Malmonge, 2016). 
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A escolha pela hidroxiapatita dá-se pela semelhança e afinidade com o tecido ósseo, 
alta capacidade de adsorver e ou absorver moléculas, além de ser biocompatível. A 
hidroxiapatita tem sido utilizada como suporte em liberação controlada de fármacos, como 
antibióticos ou anticancerígenos no tratamento de tumores ósseos. Além de poder ser 
combinada com outros biomateriais, como a quitosana, formando biocompósitos que possuem 
uma ação sinérgica entre os componentes, e assim demonstrando propriedades superiores em 
relação aos materiais individuais (Chaves, 2015; Lei et al., 2017). 

Estudos mostram a eficacia da união entre a hidroxiapatita e a quitosana na reparação 
óssea. Esse biopolímero é um polissacarídeo linear, derivado da quitina, com elevada 
densidade de carga, grupos reativos e ligações de hidrogênio, com características como 
biocompatibilidade, propriedade antibacteriana intrínseca, biodegradabilidade e capacidade de 
acelerar a formação óssea. A constatação desse potencial bioativo conduziu à utilização da 
quitosana em combinação com a hidroxiapatita em scaffolds (Rebelo et al., 2015; Xu et al. 
2015; Shu et al., 2018). 

Scaffolds são suportes tridimensionais porosos e temporários com condições biofísicas 
e bioquímicas adequadas, tanto para propagação celular quanto para manter-se integrado ao 
tecido hospedeiro, sem risco de rejeição, com ação sinérgica na aceleração da angiogênese, 
favorecendo a diferenciação das células mesenquimais. Essas propriedades têm despertado o 
interesse de vários pesquisadores (Xu et al., 2015; Al-Namnam et al., 2017; Heras et al., 2019; 
Sharipova et al., 2019). Diante disso, diversas pesquisas vêm sendo feitas com scafjolds para 
aplicação como biomaterial para reparação óssea, dentre estas: scafjolds de fosfato de cálcio 
(Batista et al., 2016); scaffolds de hidroxiapatita e magnetita (Chaves, 2015): scaffolds 
PGA/PLA (Xu et al., 2015); bioscaffold de hidroxiapatita dopado com MgFe,04 (John, Janeta 
e Szafert, 2017); scaffold com estrôncio/hidroxiapatita e quitosana (Lei et al., 2017); scaffold 
de quitosana e hidroxiapatita (Rogina et al., 2016). Estas e outras pesquisas têm comprovado 
as potencialidades das propriedades dos scafjolds em aplicações biomédicas. 

Portanto, a combinação de quitosana e hidroxiapatita em scaffolds pode potencializar e 
melhorar as propriedades destes biomateriais, principalmente as biológicas. Assim, objetivou- 
se no trabalho para este capítulo, desenvolver scaffolds de quitosana/hidroxiapatita para 
reparação óssea. Para tanto, valeu-se da competência de dois importantes laboratórios da 
UAEMa/UFCG, a saber, o CERTBIO (Laboratório de Avaliação e Desenvolvimento de 
Biomateriais do Nordeste) onde se produz uma quitosana certificada de alto grau de pureza e 
com massa molar e grau de desacetilação controlados, e o LabSMaC (Laboratório de Síntese 
de Materiais Cerâmicos) onde é sintetizada, por rotas viáveis e baixo custo, hidroxiapatitas 
monofásicas, cristalinas, com alto poder de dispersão. 


2. REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 Tecido ósseo e sua remodelação 


O osso é um tecido conjuntivo altamente especializado, metabolicamente ativo e em 
equilíbrio dinâmico, que promove a regulação e deposição mineral permanente no organismo. 
Formado por células (10% de sua constituição) e uma matriz proteica extracelular 
mineralizada, composta de 60% de cristais minerais, entre eles: hidroxiapatita, cálcio, fósforo 
e 30% de matriz orgânica proteica que possui 88% de colágeno tipo I; 10% de outras 
proteínas e uma porcentagem de substância fundamental, fração orgânica não colágena do 
tecido ósseo (Clarke, 2008; Eriksen, 2010; Coêlho et al., 2016). 
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Macroscopicamente o tecido ósseo pode se apresentar como cortical (compacto) ou 
trabecular (esponjoso). A camada externa periférica compacta representa cerca de 80% da 
massa óssea total e é composta por minerais ósseos e elementos da matriz extracelular, 
possuindo em seu interior apenas vasos sanguíneos penetrantes e osteócitos. Essa fração do 
osso proporciona proteção, suporte e ajuda os ossos longos a resistirem à tensão aplicada pelo 
peso do corpo. Por sua vez, a fração trabecular ou esponjosa, constitui cerca de 20% da massa 
óssea total e possui uma aparência de rede irregular entrelaçada com trabéculas em forma de 
finas colunas, conforme ilustrado na Figura 1. Os espaços intercomunicantes dessa porção 
óssea abrigam a medula óssea. Por estar revestido por células, apresenta constante renovação, 
em um ritmo muito superior ao do osso cortical (Andia, Cerri e Spolidorio, 2013; Khanna et 
al., 2017). 


Osso Cortical 


Osso Trabecular 
Periósteo 


Canal de 
Volkman 


Canal de 
Havers 


Canal Medular 


Figura 1. Esquema didático da estrutura dos ossos longos dos vertebrados (Viana, 2007). 


O tecido ósseo ainda pode ser classificado microscopicamente em primário (imaturo) e 
secundário (maduro, haversiano ou lamelar). O osso imaturo apresenta fibras colágenas não 
organizadas e menor quantidade de cristais de hidroxiapatita e é encontrado em fetos 
humanos, no calo ósseo e em algumas patologias ósseas. Por sua vez, o osso maduro 
apresenta fibras colágenas dispostas em lamelas paralelas ou concêntricas em disposição 
irregular em torno dos canais interligados responsáveis pela distribuição do sangue em toda 
matriz óssea, chamados de canais de Havers. Esses são paralelos ao eixo principal do osso e 
unidos radialmente pelos canais de Volkman. O conjunto dos canais de Havers com os 
osteócitos que o cercam são denominados sistema Haversiano, unidades estruturais do osso 
cortical, conforme ilustrado na Figura 2. Sobre essa superfície óssea tem-se uma camada de 
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matriz osteóide não mineralizada com grande quantidade de fibras colágenas tipo I. Essas são 
elementos básicos sobre os quais se depositam os componentes inorgânicos. Ademais, todos 
os fenômenos fisiológicos que ocorrem no tecido ósseo estão relacionados com as células 
osteogênicas ou osteoprogenitoras mesenquimais (Judas et al., 2012; Lúcio, 2015). 


Nega rd Ósteon 


, %w 
ad 


as) Canalículos 


Figura 2. Ilustração do sistema Havesiano, unidades estruturais do osso cortical (Viana 2007). 


As células osteogênicas são pequenas e fusiformes, não fazem parte do processo de 
reabsorção e estão localizadas na camada profunda do periósteo, regiões bem vascularizadas 
do osso. Essas são estimuladas a se multiplicam dando origem aos osteoblastos que são 
células mononucleadas, de núcleo esférico, citoplasma basófilo e ligeiramente alongados. Os 
osteoblastos formam uma camada contínua sobre a superfície óssea em formação (matriz 
osteóide). Desta forma, são responsáveis pela produção e mineralização da matriz orgânica, 
exibem níveis elevados da enzima fosfatase alcalina, que liberada contribui para o início da 
mineralização e o progressivo crescimento dos cristais de hidroxiapatita. Os osteoblastos se 
diferenciam em osteócitos e em células de revestimento (lining cells), e apresentam uma 
fisiologia diretamente ligada aos osteoclastos (Eriksen, 2010; Weffort et al., 2019). Na Figura 
3 está esquematicamente ilustrada uma representação da morfologia dessas células. 


Figura 3. Representações de (a) Células osteogênicas, (b) osteoblastos (osteócitos imaturos) e (c) 
células de revestimento (Autores, 2021). 


Por sua vez, os osteócitos são células achatadas e menos ativas, entretanto, são as mais 


abundantes do tecido ósseo, localizadas nas porções mais profundas, especificamente, nas 
lacunas da matriz óssea, onde recebem nutrição dos vasos sanguíneos através dos canalículos. 
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Essas células são sensíveis à estímulos mecânicos e os transformam em sinais bioquímicos 
que irão influenciar na formação ou reabsorção óssea, já que atuam na diferenciação e ação de 
osteoblastos e osteoclastos (Capulli, Paone e Rucci, 2014). Quanto a morfologia, são elípticas 
e menores que os osteoblastos. Já as células de revestimento, recobrem as superfícies ósseas, e 
mostram uma diminuição de organelas, caracterizando pobre atividade metabólica. No 
entanto, são indispensáveis para a manutenção da homeostase óssea (do grego homeo, 
"similar" ou "igual", estasis, "estático"- é a condição de relativa estabilidade da qual o 
organismo necessita para realizar suas funções adequadamente para o equilíbrio do corpo 
(Bonewald, 2011; O'Brien, Nakashima e Takayanagi, 2013). 

Outra célula importante, na fisiologia óssea são os osteoclastos, ilustrada na Figura 4. 
São gigantes, multinucleadas, formadas pela fusão de células mononucleadas e apresentam 
enzimas proteolíticas que são responsáveis pela reabsorção, promovendo escavações ou 
lacunas na superfície óssea necessárias a renovação desse tecido ósseo. Secretam ácido (H”), 
colagenases, hidrolases e liberam o cálcio necessário ao organismo em várias outras funções 
fisiológicas. Morfologicamente, possuem bordos em escova na membrana celular e exibem 
numerosas invaginações, apresentando perifericamente uma região do citoplasma que se 
assemelha a uma faixa, denominada zona clara. A presença dessas estruturas citoplasmáticas 
está intimamente relacionada à atividade reabsortiva destas células, fenômeno indispensável a 
remodelação óssea (Eriksen, 2010; Pastor et al., 2018). 


Figura 4. Ilustração osteoclastos multinucleada, apresentando bordas em escova (Autores, 2021). 


A remodelação óssea permite que o osso se modifique, em algumas circunstâncias: 
reparando-se após fratura, adaptando-se de um osso primário para tornar-se maduro, 
transformando-se de osso esponjoso para compacto, em crescimentos ósseos mantendo sua 
forma para se adaptar a novas situações fisiológicas do dia a dia e, ainda, em mudanças 
reacionais diante de patológicas ósseas instaladas. Assim, o osso está em constante mudança, 
por meio de reabsorção e deposição de matriz óssea, processos responsáveis pela renovação, 
reparação ou remodelação das estruturas ósseas, com ciclo de 6 a 9 meses nos seres humanos 
adultos saudáveis. A remodelação óssea é mediada pelas células osteogênicas que se 
encontram na porção interna ou externa do osso (Datta et al., 2008; Andia, Cerri e Spolidorio, 
2013). 

O sistema esquelético remodela-se e desenvolve-se na dependência da dinâmica entre 
a atividade dos osteoblastos e osteoclastos. Por exemplo, na infância há mais deposição óssea 
que reabsorção, em adultos jovens saudáveis a formação e reabsorção óssea estão em 
equilíbrio, porém, no envelhecimento ocorre um aumento na atividade dos osteoclastos e, 
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consequentemente, maior taxa de reabsorção óssea, podendo gerar patologias como a 
osteoporose, artrites reumatoides, entre outras, se não houver estímulo mecânico adequado 
desde tecido (Song et al., 2016). 

A formação e ativação dos osteoclastos é o primeiro evento celular na remodelação 
óssea e dá-se pela ação prévia dos osteoblastos/células de revestimento ósseo, que produzem 
colagenase, removendo a camada de osteóide, expondo a matriz mineralizada aos 
osteoclastos, que se tornam ativos. Esses então, liberam citocinas (moléculas de regulação 
solúveis, de baixo peso molecular, que se ligam a receptores específicos, em células alvo) que 
têm papel primordial na regulação do tecido ósseo, tanto em condições fisiológicas quanto 
patológicas. Em condições fisiológicas uma leve oscilação dos níveis plasmáticos de cálcio e 
fósforo desencadeiam a liberação de vários hormônios que iniciam a remodelação óssea 
(Eriksen, 2010, Pacifici, 2010; Pagliari, Ciro e Zirio, 2015). 

A recuperação estético-funcional de pacientes que sofrem traumatismos com perdas 
Ósseas severa, com ausência dentária congênita ou patologias que envolvam maxila e 
mandíbula, tem sido um grande problema na odontologia. O melhor material de enxerto é o 
osso autógeno, particularmente enxerto de medula óssea, devido às suas propriedades 
biológicas e a ausência de rejeição. Contudo, nem sempre o osso do próprio indivíduo pode 
ser passível de utilização, principalmente, em grandes extensões de área danificada e a 
escolha de um biomaterial pode ser uma alternativa, conforme ilustrado na Figura 5 (Santos, 
2010). 


Figura 5. (a) Paciente com perda óssea severa, (b) cirurgia reparadora, (c) posicionamento do 
biomaterial durante cirurgia e (d) reparação tecidual após 6 meses (Santos, 2010). 


Nesse sentido, existe uma busca por biomateriais cada vez mais especializados na 
tentativa de reparar grandes áreas danificadas e de influenciar seletivamente a resposta 
tecidual do leito receptor. A necessidade do uso de substitutos ósseos que apresentem 
propriedades compatíveis ao osso autógeno tem motivado pesquisas com foco no 
desenvolvimento de materiais sintéticos com o objetivo de reduzir a morbidade de áreas 
doadoras em procedimentos cirúrgicos. Dentre esses: membranas biológicas, vidros bioativos 
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e derivados da hidroxiapatita como as biocerâmicas. Entretanto, um material de implante ideal 
para substituição do enxerto autógeno ainda persiste como um desafio (Rogina et al., 2016). 

De acordo com estudos difundidos na literatura especializada (Cunha et al., 2017) o 
material de enxerto ideal deve obedecer aos seguintes requisitos: 


> Tamanho adequado para reparação da área receptora sem comprometer a área 
doadora; 

Promover a osteogênese; 

Não apresentar resposta imunológica do hospedeiro; 

Produzir revascularização rapidamente; 

Estimular a osteoindução; 

Promover a osteocondução; 

Ser substituído gradativamente pelo osso do hospedeiro em quantidade e com 
qualidade semelhante. 


VVNVNNNNY 


Essas são propriedades amplamente aceitas como padrão para tratamento de defeitos 
Ósseos. 

Sabe-se que osteogênese é a formação e desenvolvimento do osso. Através deste 
mecanismo, os enxertos autógenos são capazes de promover a formação óssea por carregarem 
consigo células osteogênicas que podem promover a formação óssea ou ativar a neoformação 
nos sítios ósseos. O osso autógeno é um exemplo de material que apresenta propriedades 
osteogênicas (Santos, 2010; Feng e McDonald, 2011). Osteoindução é o ato ou processo de 
estimular a osteogênese. Envolve a formação de um novo tecido ósseo, pela diferenciação 
local das células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, sob a influência de um ou 
mais agentes indutores, como as proteínas ósseas morfogenéticas, presentes nos enxertos 
(Sims e Martin, 2014). Na osteocondução o biomaterial funciona como uma matriz física ou 
arcabouço para deposição de novo osso oriundo das imediações. É caracterizada por um 
processo de crescimento e invasão de vasos sanguíneos, de tecidos perivasculares e de células 
osteoprogenitoras do sítio receptor para o enxerto que é gradativamente reabsorvido e 
simultaneamente substituído pelo novo tecido ósseo. Substitutos ósseos sintéticos e/ou 
aloplásticos, por exemplo, biocerâmicas (hidroxiapatita) juntamente com a quitosana têm sido 
bastante usados como biomaterial nesta circunstância (Khanna et al., 2017; Oliveira et al., 
2010). 


2.2 Biomateriais (quitosana e hidroxiapatita) 


A engenharia de tecidos é um campo multidisciplinar que envolve a aplicação de 
princípios e métodos da engenharia e das ciências da saúde para assistir e acelerar a 
regeneração e o reparo de tecidos defeituosos ou danificados. Deste modo, essa ciência visa 
criar e aprimorar novas terapias e/ou desenvolver novos biomateriais que restaurem, 
melhorem ou impeçam o agravamento da função tecidual comprometida (Barbanti, Zavaglia e 
Duek, 2005; Oliveira et al., 2010; Rocha, Quintella e Torres, 2012). 

Sendo assim, biomaterial é qualquer substância ou combinação de substâncias, 
naturais ou não, que não seja droga ou fármaco, utilizado em aplicações biomédicas e que 
interajam com sistemas biológicos, tratando, aumentando ou substituindo quaisquer tecidos, 
órgãos ou funções do corpo. Metais, cerâmicos, polímeros, compósitos, entre outros, quando 
biocompatíveis, podem ser aplicados como biomaterial. Esses devem apresentar um conjunto 
de propriedades físicas, químicas e biológicas que permitam desempenhar a função desejada, 
além de estimular uma resposta adequada dos tecidos vivos hospedeiros nos quais são 
inseridos (Ratner et al., 2004; Callister e Rethwisch, 2012; Pires, Bierhalz e Moraes, 2015). 
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Vários biomateriais têm sido desenvolvidos e estudados para implantes médicos e 
odontológicos, bem como, as reações que ocorrem na interface tecido-implante. Inicialmente, 
utilizava-se materiais inertes como os aços inoxidáveis. A pesquisa de cerâmicas para serem 
usadas como biomaterial remonta a 1894, quando foi usado gesso (CaS0,2H,0) como um 
possível substituto ósseo. Contudo, a baixa resistência mecânica, rápida reabsorção, 
fragmentação e degradação desse material pelo organismo, são propriedades pouco atrativas 
que excluíram seu uso. Nos anos 70 houve o uso, mais intenso, de materiais cerâmicos com 
propriedades que possibilitaram a sua classificação como biocerâmicas (Kawachi et al., 2000; 
Silva et al., 2016). 

A primeira biocerâmica usada em medicina foi a alumina densa (ALOs), também 
considerada bioinerte. Devido a sua resistência é usada até hoje em próteses ortopédicas para 
substituir o osso. Além da alumina outras cerâmicas como a zircônia (Zr05), o dióxido de 
titânio (TiO»), os fosfatos de cálcio e as vitrocerâmicas de sílica/fosfato de cálcio, são 
utilizadas. Biocompatibilidade, biodegradabilidade e osteocondutividade são propriedades que 
irão proporcionar a condução dos osteoblastos ou das células precursoras de osteoblastos para 
o sítio lesado, que juntamente com alguns fatores regulatórios irão promover o recrutamento, 
assim como o crescimento celular nos locais em recuperação. Dentre os biopolímeros, a 
quitosana tem se destacado para essa aplicação na área biomédica (Kawachi et al., 2000; 
Oliveira et al., 2010). 

A quitosana é um polissacarídeo resultante da desacetilação alcalina da quitina e tem 
sido amplamente utilizada por ser atóxica e possuir propriedades biológicas como a de ser 
antioxidante, anti-inflamatória, cicatrizante e antimicrobiana in vitro contra vários micro- 
organismos patógenos. Ademais, atribuições de polímero bioadesivo, excelente 
biocompatibilidade, propriedades hemostáticas, biodegradabilidade e a capacidade de 
melhorar a nova formação óssea, têm sido relacionadas também a quitosana e impulsionado 
aplicações na área médica e odontológica (Barbanti, Zavaglia e Duek, 2005; Ponciano, 2010; 
Antonino et al., 2017). 

Segundo os autores Rebelo et al. (2015) a ação antimicrobiana da quitosana deve-se a 
interação das cargas positivas das moléculas de quitina/quitosana com as cargas negativas da 
parede celular microbiana. Nesse modelo, a interação é mediada pelas forças eletrostáticas 
entre o grupo protonado NHº* e a superfície da parede celular bacteriana carregada 
negativamente. Esta interação provoca instabilidade celular, levando à sua morte e induzindo 
o extravasamento de componentes intracelulares (Xu et al., 2015). 

Apesar das várias aplicações da quitosana em diversas áreas, como agricultura, 
tratamento de águas, indústria alimentar, cosmética e biofarmacêutica, sua maior aplicação 
dá-se na área biomédica. Ela é usada em suturas cirúrgicas, aplicação coadjuvante na 
instalação de implantes dentários, reconstituição óssea, lentes de contato, liberação controlada 
de medicamentos, encapsulamento de materiais. Estudos ainda relatam que a superfície 
hidrofílica do biopolímero é mais favorável para as funções celulares relacionadas à fixação 
ao implante, como adesão, espalhamento, proliferação, diferenciação e consequente 
regeneração tecidual (Lei et al., 2017). 

Na odontologia, aplicações com quitosana e seus derivados devem-se às propriedades 
bioadesivas, antimicrobianas, anticariogênicas, viscosidade e permeabilidade destes materiais. 
Além disso, a quitosana pode ser usada na liberação controlada de fármacos na cavidade oral, 
mostrando-se eficaz no tratamento de doenças periodontais e ósseas. Quando usada em 
conjunto com a hidroxiapatita tem suas propriedades biológicas potencializadas (Dallan, 
2005; Casagrande, Lauxen e Fernandes, 2009; Kumar et al., 2016). 

Por sua vez, a hidroxiapatita, principal componente mineral dos ossos e dentes, é um 
fosfato de cálcio que tem despertado interesse em aplicações como biomaterial em razão de 
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sua excelente biocompatibilidade, ausência de toxicidade e características mineralógicas 
semelhantes às apatitas do osso. O tecido ósseo apresenta em sua composição química 70% de 
matriz inorgânica, sendo 95% de HAp e 5% de outros minerais (magnésio, potássio, sódio) e 
30% de matriz orgânica formada, essencialmente, de colágeno. As apatitas são classificadas 
pela sua razão molar Ca/P, que varia de 0.5 a 2.0. Por sua vez, a hidroxiapatita 
(Caro(PO4)s(OH),) tem relação Ca/P de 1.67 (Meurice et al., 2012; Azevedo, Strecker e 
Gorgulho, 2015; Lei et al., 2017). 

As apatitas terrestres estavam presentes em rochas ígneas e em alguns esqueletos de 
espécies marinhas. Alguns autores acreditam que depósitos de apatitas podem também ser 
formados por precipitação direta da água do mar e que alguns dos depósitos de carbonatos de 
cálcio são convertidos em apatita pela reação direta com fosfato dissolvido. Esta precipitação 
de fosfato de cálcio dos oceanos, mares e lagos produzem apatitas formadas por cristais de 
tamanho muito pequeno e com propriedades dependentes da sua alta área superficial. Os 
primeiros estudos sobre a utilização de materiais cerâmicos como biomateriais foram 
registrados em 1930. Nesta ocasião, um fosfato tricálcio foi utilizado para regenerar um 
defeito ósseo. Mas, só em 1980, ou seja, 50 anos depois, estes materiais foram aplicados na 
medicina e odontologia (Medeiros, 2017; Braga, Aparecida e Silva, 2018). 

A grande aceitação das biocerâmicas à base de sais de fosfato de cálcio deve-se, 
principalmente, à similaridade química com tecido ósseo. Dentro desse universo, a 
hidroxiapatita vem ganhando destaque em várias aplicações, seja na medicina, engenharia, 
química, bioquímica e na odontologia. Nessa última área, a hidroxiapatita que é um excelente 
material bioativo para implantes de longa permanência, vem sendo utilizada, dentre outra 
aplicações, para manter e/ou recuperar o volume e a forma após extrações dentárias em áreas 
destinadas a posterior instalação de implante em titânio (Pires, 2010). Além disto, pode ser 
aplicada em sítios ósseos que sofreram reabsorções pela presença de cistos ou outras lesões, 
conforme ilustrado na Figura 6. 


Figura 6. Perdas ósseas por trauma (a) e por lesão cística (b) (Ponciano, 2010). 
Entretanto, a hidroxiapatita apresenta algumas limitações em suas aplicações, a saber, 


quando utilizada isoladamente na forma particulada, é necessário ser conjugada com uma 
barreira, como por exemplo, a membrana de colágeno, para evitar seu deslocamento do local 
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de implantação, o que causaria inflamação e a perda das partículas (Santos, 2010), conforme 
observado na Figura 7. 

Entretanto, quando as partículas de hidroxiapatita são dispersas em uma matriz de 
quitosana em scaffolds, ocorre uma união física entre os materiais e acredita-se que o uso da 
membrana seja desnecessário. Nessa circunstância, têm-se uma melhora nas propriedades da 
HAp, como a resistência mecânica aumentada e propriedades biológicas potencializadas nos 
scafjolds (Rogina et al., 2016). 


Figura 7. (a) Perda óssea por extração dentária, (b) inserção do substituto ósseo particulado e (c) 
inserção da barreira de colágeno (Ponciano, 2010). 


2.3 Os Scaffolds 


Scaffolds são suportes tridimensionais porosos (Figura 8), resultantes da combinação 
de um, dois ou mais materiais distintos, temporários em função do tempo de permanência no 
corpo humano e que deve possuir condições biofísicas e bioquímicas adequadas para alcançar 
propriedades em aplicações específicas. Sua estrutura deve apresentar poros interconectados 
que favoreçam tanto a diferenciação quanto a propagação das células mesenquimais, como 
também, a angiogênese que, por sua vez, irá proporcionar a neoformação óssea, permitindo 
manter o biomaterial integrado ao tecido hospedeiro (Joschek et al., 2000; Barbanti, Zavaglia 
e Duek, 2005; Pires, 2010; Rebelo et al., 2015; Ruan et al., 2018; Shu et al., 2018). 


Figura 8. Scaffold com estrutura de poros tridimensionais (Ponciano, 2010). 
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Scaffolds de vários biomateriais têm despertado interesse em pesquisas na engenharia 
de tecidos por suas características estruturais e excelentes propriedades, como estrutura com 
poros interconectados e ordenados, possuindo grande área de superfície e volume que lhes 
permitem receber e libertar metabólitos celulares e fármacos. Essa microestrutura 
proporciona, também, alto potencial regenerativo tecidual, in vivo, pela ação na angiogênese. 
Quando produzidos com quitosana como matriz, apresentam natureza química hidrofílica 
intrínseca, resistência mecânica e compressiva, biocompatibilidade física, química e 
biológica, alto grau de adesividade e molhabilidade superficial que lhes garante interação com 
células e fluidos corporais. Essas características têm aumentado o número de pesquisas com 
scaffolds para aplicações biomédicas em diversas especialidades, tais como, dermatologia 
(VandeVord et al., 2002, Vyas e Vasconez, 2014; Pereira, 2015; Olsson et al., 2018), 
farmacologia (Araújo, 2017, Gomes, 2017), na área odontológica e médica, entre outras 
aplicações, tem sido usado para reparação óssea (Casagrande, Lauxen e Fernandes, 2009; 
Spin Neto et al., 2013; Capuano Neto 2019; Liu et al., 2019). 

Para aplicação em reparação óssea, os scafjolds de quitosana e hidroxiapatita têm 
recebido destaque especial, conforme ilustrado na Figura 9. Isto se deve, dentre outras 
propriedades, a grande similaridade destes biomateriais com as estruturas químicas do tecido 
ósseo. Assim, para melhor avaliação e compreensão da tecnologia dos scaffolds, realizou-se 
uma busca por publicações em artigos de pesquisas contemplando os anos 2017-2021, na 
plataforma on-line Science Direct e Pubimed, utilizando as palavras-chaves “scaffolds de 
quitosana e hidroxiapatita” para reparação óssea (bone repair). 


à SCAFFOLDS PARA REPARAÇÃO b SCAFFOLDS PARA REPARAÇÃO 
ÓSSEA, SCIENCE DIRECT ÓSSEA, PUBMED 


Figura 9. Representação do histograma de publicações difundidas envolvendo scaffolds de quitosana 
e hidroxiapatita para reparação óssea, no período de 2017 a 2021 (Ponciano, 2021). 


Observa-se que nos últimos 5 anos analisados houve um significativo aumento em 
relação ao número de pesquisas envolvendo scaffolds em reparação óssea. Tais estudos 
confirmam que a associação de fosfato de cálcio (a exemplo da hidroxiapatita) numa matriz 
polimérica (a exemplo da quitosana) contribui para a obtenção de compósitos (scaffolds) que 
combinam a flexibilidade dos polímeros com a resistência, a dureza e a bioatividade da fase 
inorgânica. Estas características garantem uma maior estabilidade ao material quando em 
contato com o plasma humano, além de desenvolver uma maior interação com o tecido ósseo. 
Estas propriedades permitem diversas aplicações na área dos biomateriais, nas mais variadas 
especialidades. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Materiais 


Para esta pesquisa usou-se a quitosana certificada, produzida e fornecida pelo 
CERTBIO (Laboratório de Avaliação e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste) com 
grau de desacetilação variando de 85,7 a 90,0 % e peso molecular médio entre 50-150 KDa. A 
hidroxiapatita foi produzida e fornecida pelo LabSMaC (Laboratório de Síntese de Materiais 
Cerâmicos) obtida pelos métodos de coprecipitação, solução tampão fosfato (PBS) pH = 7,4; 
ambos, adquiridos pela Sigma Aldrichê (St. Louis, USA); ácido acético glacial P.A de 99,9 % 
e Hidróxido de Sódio, fornecidos pela Vetec?) Química Fina Ltda. 


3.2 Métodos 


Preparação das soluções - 3 g de quitosana foi dissolvida em 100 mL de solução de 
ácido acético a 1% (v/v), sob agitação mecânica durante 2 h a temperatura de 22 ºC. 

Preparação dos scaffolds - Foram imersos 0,45 g (15 %) da hidroxiapatita numa 
solução contendo 100 mL de quitosana a 3% (m/v). Em seguida, a dispersão foi submetida à 
agitação durante 10 min, sendo posteriormente mantida por 30 min em ultrassom de imersão 
para promover a dispersão das partículas de hidroxiapatita e para eliminar bolhas de ar. Em 
seguida, 30 mL da solução foi vertida em placas de Petri de 9 cm de diâmetro, conforme 
esquematicamente ilustrado na Figura 10, sendo então procedidas as caracterizações. 


Preparação dos Scaffolds. Solução de 
quitosana a 3% 


“ 
sob agitação mecânica/2h SE 
100 rpm ultrassom/30mim 
E | E 


3g quitosana/pó + solução de ácido 30mL /Petri (9cm) 
acético/1% (v/v) HAp (15%) sob agitação 
por 1Omim 


Neutralizadas em solução de infili Ultra freezer/24h 
hidróxido de sódio á 1M/1h ea a 


Figura 10. Metodologia para obtenção dos scaffolds (Autores, 2021). 


As placas de Petri contendo a dispersão foram colocadas em ultra freezer a 
temperatura de -86 “C por 24 h, submetidas ao processo de liofilização por 72 h. Após esta 
etapa, os scafjolds foram imersos em solução de hidróxido de sódio a 1 mol/L por 1 h para 
neutralização e na sequência lavados com água destilada para retirada do excesso de 
hidróxido de sódio, intumescidos, recongelados e novamente liofilizados para manutenção da 
estrutura porosa. 
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3.3 Caracterizações 
3.3.1 Microscopia Óptica (MO) 


Os aspectos morfológicos da quitosana, hidroxiapatita e das superfícies dos scafjolds 
foram analisados em microscópio óptico Hirox, modelo KH-13000, operando no modo 
reflexão utilizando magnificações de 60X e 120X. 


3.3.2 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 


Os aspectos morfológicos das partículas de hidroxiapatita, da quitosana e dos scafjolds 
foram analisados usando um aparelho da marca Shimadzu, modelo SuperScan SS500, 
utilizando magnificações 50X, 100X, 500X, 1000X e 2000X. Para a análise, os pós da HAp e 
da quitosana foram dispersos em propanona (acetona) e a superfície dos scafjolds foram 
recobertas com material metálico condutor. 


3.3.3 Potencial de Intumescimento 


Este ensaio foi realizado com intuito de investigar o comportamento do biomaterial 
durante a imersão e permanência em solução aquosa semelhante ao meio interno do 
organismo. Para isto, foram preparadas amostras com diâmetro e espessura de 1,0 x 1,0 mm. 
Inicialmente as amostras foram colocadas em estufa a 40 “C por 24 h, pesadas em balança 
analítica de precisão digital, imersas em 7,5 mL de solução tampão fosfato (PBS) (pH 7,4), 
sendo então, colocadas em estufa bacteriológica a 37 ºC. Após 24 h, foram removidas da 
solução, secas ligeiramente em papel absorvente para eliminar o excesso da solução e tiveram 
o peso úmido medido na balança mencionada. O teste foi realizado em triplicada e o grau de 
intumescimento (em percentagem) determinado pela Equação 1. 


Potencial de Intumescimento = E Jº x 100 (%) Eq. 1 


Em que: 
Ms = Massa intumescimento, 
Mo = Massa seca. 


As caracterizações foram realizadas no Laboratório de Avaliação e Desenvolvimento 
de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO) e no Laboratório de Caracterização de Materiais 
(LCM), ambos na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). 


4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 


Na Figura 11 estão ilustradas as microfotografias obtidas por microscopia óptica (MO) 
referente à quitosana, hidroxiapatita e a superfície dos scafjolds, respectivamente. Na Figura 
11 (la, 2a e 3a) observa-se a MO das partículas de quitosana com aspecto de flocos em 
camadas sobrepostas com tamanhos e formas variados. Esta informação é importante pois 
possibilita compreender a organização das moléculas de quitosana, seja em estruturas micro 
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ou macroscópicas, sabe-se também que a diversidade dos tamanhos dos grãos é relevante na 
solubilização das partículas do polímero em solução (Dallan, 2005). 

Na Figura 11 (1b, 2b e 3c) em que estão ilustradas as partículas da hidroxiapatita, 
pode-se observar partículas com uma morfologia fina e formada por aglomerados (grupo de 
partículas que se mantém unidas por ligações fracas, ou seja, por forças de Van der Waals, 
forças eletrostáticas ou tensão superficial) de forma esférica em novelos. Os aglomerados são 
constituídos por partículas menores que 2 um (nanométricas) com porosidade interconectada. 
Esta morfologia é típica das hidroxiapatitas obtidas sem calcinação, com partículas 
nanométricas que favorecem a proliferação celular, a ligação com o tecido ósseo e uma alta 
dispersibilidade. Característica semelhante foi observada por Araújo (2017) quando estudou 
uma hidroxiapatita sintetizada de laboratório (HL). 


Figura 11. MO das partículas da quitosana (la, 2a e 3a), da hidroxiapatita (1b, 2b e 3b) e dos scaffolds 
(lc, 2c e 3c) com aumentos 200X, 500X e 1000X (Autores, 2021). 


Na Figura 11 (lb 2b e 3c) estão ilustradas as microfotografias da morfologia das 
superfícies dos scafjolds, respectivamente a base (superfície em contato com a placa de Petri) 
que se apresentam com rugosidades de sulcos paralelos e poucos profundos, a face externa 
com poros de variados tamanhos e formas, distribuídos em toda a superfície dos scafjolds 
estudados e a superfície de corte transversal com formação lamelares sobrepostas no sentido 
horizontal e paralelas no sentido vertical. Na superfície dos scaffolds observa-se a 
hidroxiapatita dispersa na matriz de quitosana que se apresentou como partículas 
esbranquiçadas de tamanhos uniformes e bem distribuídas com diferentes tamanhos. 
Resultado melhor observado por meio das micrografias de MEV da Figura 12. 
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Na Figura 12 (3a, 3b e 3c) identificam-se estruturas lamelares, com poros 
interconectados, em concordância com os estudos de Ponciano (2010), Tomaz (2017) e Ruan 
et al. (2018). A presença de poros é extremamente importante em um biomaterial para 

reparação óssea, pois ajuda na neoformação óssea, neovascularização, além de 
permitir a penetração de fluidos biológicos que são indispensáveis para que ocorra a 
osseointegração do implante. Segundo Dorozhkin (2010) estruturas tridimensionais porosas 
aumentam a área de superfície e o espaço para fixação das células e favorece a ligação 
química com o tecido adjacente. Um alto grau de porosidade é responsável pela regulação da 
bioatividade, pois influencia diretamente a permeabilidade estrutural, responsável por 
controlar a velocidade inicial da regeneração tecidual. Nota-se que o congelamento seguido de 
liofilização, realizados em todas as amostras, foi um método eficiente e altamente 
reproduzível e pode ter determinado a morfologia dos scafjolds, pois no congelamento a água 
possui a tendência de se concentrar em cristais desordenados na estrutura, determinando suas 
características morfológicas. 


Figura 12. MEV das partículas da quitosana (la, 2a e 3a), da hidroxiapatita (1b, 2b e 3b) e dos 
scaffolds (lc, 2c e 3c) com aumentos 200X, 500X e 1000X (Autores, 2021). 
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Na Figura 13 está ilustrado uma amostra de Scaffold seca e após o seu 
intumescimento. 


Figura 13. (a) scaffold antes do intumescimento medindo (10 mm) e (b) scaffold após o 
intumescimento com diâmetro aumentado de 1 mm (Autores, 2019). 


De acordo com a Figura 13, pode-se observar que a amostra imersa na solução 
aumentou seu diâmetro em 1 mm, demonstrando assim um alto poder de absorção. Sabe-se 
que a absorção de líquido pelo material pode ser um fator importante na liberação de fármaco, 
neovascularização e consequente neoformação óssea. Segundo relatos dos autores Liu et al. 
(2019) a hidrofilicidade de uma estrutura porosa facilita a penetração dos nutrientes para seu 
interior, influenciando a adesão, divisão e proliferação celular. 

Sendo assim, na Tabela 1 estão apresentados os resultados do grau de intumescimento 
para os scaffolds de quitosana contendo as hidroxiapatitas, imersos em 7,5 mL de solução 
tampão fosfato (PBS) (pH 7,4) por 24 h. 


Tabela 1. Propriedade de intumescimento dos scaffolds (S) medida em resposta às condições 
fisiológicas simuladas. 


Massa inicial (g) Massa final (g) Intumescimento (%) 
1. M, = 0,0514 M,= 0,6654 1194 
2; M,= 0,0472 M,= 0,5647 1096 
3. M, = 0,0409 M,= 0,5839 1094 
4. M,= 0,0512 M,= 0,5812 1035 
5. M,= 0,0492 M,=0,5218 9605 
6. M, = 0,0369 M,= 0,4946 1240 
7. M,= 0,0330 M,= 0,3664 1010 
8. M,= 0,0285 M,= 0,3573 1153 
9. M, = 0,0299 M,= 0,3433 1048 


Desvio padrão = 119,8 


Média = 3,2 
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Estes resultados obtidos mostram que o grau de intumescimento de todos os scafjolds 
foram equivalentes, com desvio padrão de 119,8 e desvio médio de 3,2. 

Estes valores foram obtidos pela Equação 1, demonstrando alta capacidade de 
absorção e retenção da solução (PBS) pelos scaffolds nas condições fisiológicas simuladas. 
Observa-se um ganho de massa em todos os scaffolds chegando a valores aproximados de 
1100%. 

As características microestruturais dos scaffolds produzidos neste trabalho para este 
capítulo são bastante semelhantes e reproduzíveis, conforme os resultados encontrados por 
meio do microscópico óptico. A presença de poros e espaços lamelares na microestrutura dos 
scafjolds favorece o intumescimento da rede polimérica da matriz de quitosana no compósito, 
mostrando que a água foi absorvida pelas ligações covalentes do grupo amino (N-H), que 
possui eletronegatividade, a qual gera alta polaridade favorecendo o rearranjo das moléculas 
de água em torno desses sítios. A hidrofilicidade da quitosana mantém a água no espaço dos 
poros. Esta observação corrobora os achados na literatura e com os resultados observado por 
Tomaz (2017) quando analisou o grau de intumescimento de membranas de quitosana. 
Resultado semelhante foi observado, também, por Dantas (2016). 


5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A hidroxiapatita apresentou adequada dispersão na matriz de quitosana dos scafjolds. 
Os scafjolds apresentaram morfologia com poros interconectados, estruturas que corroboram 
as características microestruturas encontradas em outras pesquisas na literatura especializada. 
Todos os scaffolds estudados apresentaram alto poder de absorção, sendo esta característica 
relacionada a presença de poros interconectados e a microestrutura da matriz polimérica 
hidrofílica de quitosana. Pode-se concluir que os scaffolds estudados apresentam 
características promissoras para reparação óssea, de acordo com a finalidade proposta no 
trabalho para este capítulo. 
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RESUMO: A proposta do uso de sistema de liberação controlada de antibiótico utilizando 
biopolímeros, a exemplo da quitosana, pode ser uma alternativa viável para inibir a formação 
e/ou interação bactéria substrato. Tendo em vista que a taxa de liberação de antibiótico é um 
requisito importante na eficácia ao combate e controle de quadros infecciosos, o estudo 
comportamental do sistema hidrogel/antibiótico para adequação à leitura no espectrofotômetro 
é de suma importância, uma vez que esta técnica é bastante utilizada para o estudo da 
quantificação de fármacos. No entanto, ainda não se tem conhecimento quanto ao 
comportamento do sistema quitosana/genipina/vancomicina em meio aquoso. Diante do 
exposto, para o presente capítulo foram sintetizadas matrizes quitosana/genipina/vancomicina 
na finalidade da análise do comportamento em meio líquido para estabelecer as condições 
ideais de análise no espectrofotômetro, e, com isso, possibilitar estudos futuros quanto à taxa 
de liberação de vancomicina. Para tanto, foi preparada uma solução base aquosa de quitosana 
1,5 % (m/v) em ácido lático, mantendo sob agitação a 840 rpm, por 1 h a temperatura de 25 
“C. A adição do agente reticulante genipina e do fármaco vancomicina foi realizada por 3 
rotas. As amostras foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho por transformada 
de Fourier (FTIR). Pode-se concluir que um dos procedimentos realizados foi efetivo na coleta 
da solução translúcida dos hidrogéis a base de quitosana/genipina/vancomicina em meio 
aquoso para leitura pela técnica de espectrofotometria na região de absorbância no ultra 
visível, mostrando-se reprodutível, prático e rápido, o que possibilita futuros estudos voltados 
à quantificação do antibiótico em meio aquoso. 


Palavras-chave: Quitosana, genipina, sistema carreador, vancomicina. 
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1. INTRODUÇÃO 


Estima-se que nos últimos 20 anos, 6 a 14 % de todos os pacientes hospitalizados 
desenvolveram infecção associada à utilização de implantes (Greenhalgh et al., 2019), sendo 
as bactérias Staphylococcus mais comuns (Mantripragada e Jayasuriya, 2016; Raphel et al., 
2016), e para estes quadros de bactérias gram-positivas o antibiótico vancomicina é muito 
utilizado (Argenziano et al., 2017; Uhl et al., 2017; Unagolla e Jayasuriya, 2018). 

Diante das complicações advindas de infecções causadas por aderência de bactérias e 
formação de biofilmes na superfície do implante, vários pesquisadores têm estudado formas 
para amenizar ou combater este problema da resistência adquirida pelas bactérias. A proposta 
do uso de sistema de liberação controlada de antibiótico utilizando biopolímeros, a exemplo 
da quitosana, promete ser uma alternativa viável (Anjum et al., 2016; Biao et al., 2017; He et 
al., 2017; Iftime et al., 2017; Kamoun et al., 2017; Laskar et al., 2017; Mohamed et al., 2017; 
Neufeld e Bianco-Peled, 2017; Wahid et al., 2017; Wu et al., 2017; Zhang et al., 2017; Pellá et 
al., 2018). 

A quitosana é um polissacarídeo que pode ser utilizado na forma de hidrogéis, filmes, 
esferas, membranas, fios, dentre outras (Mi et al., 2000; Madhumathi et al., 2010; Iftime et al., 
2017; Manzoor et al., 2018). O uso de hidrogéis de quitosana em sistema de liberação de 
fármaco tem demonstrado ser eficaz no tratamento de feridas crônicas e isso indica 
possibilidades de uso em sistema de liberação de antibióticos para ser aplicado na prevenção 
de biofilmes em implantes. Os métodos de obtenção desses hidrogéis são variáveis e têm sido 
alcançados com sucesso por meio de rotas de reticulação físicas ou químicas (Pellá et al., 
2018). 

A questão mais importante quanto à liberação de antibiótico, é o controle de como 
ocorre, uma vez que a eficácia da administração da droga depende fortemente da taxa de 
liberação (Wang et al., 2009; Lv et al., 2017). Este é um requisito muito importante que vem 
sendo estudado nesses sistemas carreadores, pois quando liberada em níveis abaixo da 
concentração inibitória mínima (CIM) pode provocar resistência bacteriana no local de 
liberação e intensificar as complicações infecciosas (Wu e Grainger, 2006; Lv et al., 2017). 
Levando em conta que a taxa de liberação de antibiótico é um requisito importante na eficácia 
ao combate e controle de quadros infecciosos, o estudo comportamental do sistema carreador 
quitosana/genipina/vancomicina em meio aquoso para adequação à leitura no 
espectrofotômetro é de suma importância, uma vez que esta técnica é bastante utilizada para 
estudo da quantificação de fármacos. 

Superfícies antibacterianas com controle de liberação de antibióticos poderão evitar a 
adesão, colonização e posterior proliferação bacteriana, trazendo mais tranquilidade e 
segurança para o paciente e cirurgião (Raphel et al., 2016; Laskar et al., 2017; Wu et al., 
2017). No entanto, ainda não se tem conhecimento quanto ao comportamento do sistema 
quitosana/genipina/vancomicina em meio aquoso. 

Com base nisto, o objetivo do trabalho para este capítulo consiste em apresentar a 
obtenção de um sistema quitosana/genipina/vancomicina e a análise do seu comportamento 
em meio líquido, para estabelecer as condições ideais que possibilite análise no 
espectrofotômetro e assim possibilitar estudos futuros quanto à taxa de liberação de 
vancomicina. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 


2.1 Implantes e Complicações Causadas por Bactérias 


1 


Os casos de contaminações ocasionadas às infecções associadas à utilização de 
implantes são uma das complicações mais severas e frequentes que envolvem interações 
complexas entre o agente contaminante, o biomaterial e a resposta imune do hospedeiro 
(Madalina et al., 2015; Arciola et al., 2018). Na Figura 1 são ilustrados exemplos de quadros 
infecciosos observados em pacientes, relacionados à utilização de dispositivos médicos e 
quadros infecciosos crônicos relacionados ao não uso de implantes. Os biofilmes também 
estão envolvidos em infecções crônicas devastadoras associadas a uma grande variedade de 
dispositivos médicos implantados (Nusbaum et al., 2012; Madalina et al., 2015; Malheiro e 
Simões, 2017; Greenhalgh et al., 2019). 
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Figura 1. Representação esquemática de infecções de biofilme relacionadas ao tecido humano vs. 
infecções de biofilme relacionadas a dispositivos médicos (Madalina et al., 2015). 
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Uma vez ocorrido o quadro de contaminação pela adesão à superfície do implante pela 
bactéria, casos de falhas e doenças crônicas surgem e acabam levando à necessidade de um 
novo procedimento cirúrgico para substituição do implante (Montanaro et al., 2011; Arciola et 
al., 2018). Uma verdadeira competição ocorre após a implantação do biomaterial entre a 
integração do material ao tecido circundante e a adesão de bactérias à superfície do implante 
(Hetrick e Schoenfisch, 2006; Arciola et al., 2018). Isso acontece devido ao fato do 
biomaterial funcionar como um corpo estranho, que consequentemente acaba desencadeando 
inflamações como uma resposta tecidual, tornando-se uma região propícia à colonização e 
infecção microbiana (Schierholz e Beuth, 2001). Essas complicações bacterianas podem 
ocorrer imediatamente no pré ou pós-cirúrgico ou ainda por casos isolados onde as bactérias 
são trazidas de outra região pela corrente sanguínea até o local da cirurgia. (Montanaro et al., 
2011; Arciola et al., 2018). 

A maioria dos casos de contaminação ocorre por contato direto do biomaterial com o 
meio externo, onde os microrganismos podem estar presentes no ambiente e/ou equipamentos 
cirúrgicos, nas vestimentas médicas e até mesmo bactérias já presentes no corpo do paciente. 
Vale destacar que estas fontes de contaminações ocorrem mesmo com a utilização de técnicas 
de esterilização (An e Friedman, 1996; Nablo et al., 2005; Hetrick e Schoenfisch, 2006). 

A adesão celular após o contato ocorre em duas fases distintas: a primeira denominada 
de reversível consiste na atração física entre o microrganismo e o implante, nessa etapa a 
adesão ainda não é definitiva, consequentemente não há formação do biofilme e ocorre nas 
primeiras horas (1 - 2 h) após a implantação; a segunda fase denominada de irreversível, após 
2-3 h da implantação, é caracterizada pela interação molecular e celular do microrganismo 
com a superfície do biomaterial, sendo que nesta etapa predominam a adesão firme da 
bactéria à superfície do implante com a consequente formação do biofilme. No caso de 
dispositivos internos, este processo de interação é uma função da superfície da célula 
microbiana e da natureza da superfície aderente e ocorre quase instantaneamente após a 
implantação (Hetrick e Schoenfisch, 2006; Li e Webster, 2018; Greenhalgh et al., 2019). 

O biofilme constitui-se de uma camada de matriz extracelular que age protegendo as 
microcolônias de bactérias aderidas sobre superfícies sólidas. A fixação da superfície 
bacteriana ocorre através de múltiplos mecanismos, incluindo interações hidrofóbicas e 
eletrostáticas. Sua formação se inicia com a adesão à superfície do implante pela bactéria, em 
seguida ocorre à proliferação e acúmulo da matriz extracelular em múltiplas camadas e resulta 
em uma comunidade bacteriana que se mantém sob a matriz produzida, logo, o 
desenvolvimento do biofilme é a principal causa de infecção associada ao implante (Nagel et 
al., 1996; Hetrick e Schoenfisch, 2006; Greenhalgh et al., 2019). Na Figura 2 estão ilustradas 
as etapas da formação do biofilme. 

As microcolônias já formadas começam o processo de propagação bacteriana para 
outras áreas, acarretando uma infecção crônica e resistente, onde nesses casos a única solução 
se dá a partir da retirada do implante. Com a adesão, colonização e formação do biofilme, 
cria-se um microambiente que permite obtenção de nutrientes, proteção contra fagócitos, 
interferência na resposta celular do sistema imune, além de funcionar como barreira para a 
penetração de antibióticos (Hetrick e Schoenfisch, 2006; Arciola et al., 2018). 

Os Staphylococcus são os microrganismos mais diagnosticados nas infecções 
associadas aos implantes ortopédicos, sendo os Staphylococcus aureus e os Staphylococcus 
epidermidis responsáveis por cerca de 60 a 90 % dos casos (Hetrick e Schoenfisch, 2006; 
Ordikhani et al., 2014; Raphel et al., 2016). A escolha do antibiótico utilizado na profilaxia irá 
depender dos agentes contaminantes em questão. 

A vancomicina é um antibiótico, glicopeptídeo complexo, desenvolvido há quase 
cinco décadas, que tem atividade contra a maioria dos patógenos Gram-positivos (Moellering 


Es 


Otimização do Procedimento de Quantificação de um Sistema Hidrogel 


Quitosana/Genipina/Vancomicina na Prevenção de Bactéria em Implantes Biomédicos 


Jr, 1984; Schãfer et al., 1996; Hetrick e Schoenfisch, 2006). A única via de administração 
possível da vancomicina é a intravenosa, uma vez que possui uma absorção muito fraca pelo 
trato gastrointestinal (Moellering Jr, 1984; Marsot et al., 2012; Argenziano et al., 2017), 
exceções de sua administração por via oral, só em casos associados à pacientes com diarreia a 
clostridium difficile (Surawicz et al., 2000). 
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Figura 2. Etapas da formação e da dispersão de um biofilme bacteriano (Tremblay et al., 2014). 


O surgimento de patógenos resistentes a múltiplas drogas é sempre um risco quando 
antibióticos são usados, tanto na profilaxia e terapia de longo prazo como na terapia aguda 
convencional. O uso profilático ou prolongado de antibióticos pode favorecer a seleção de 
variantes resistentes e também levar à toxicidade renal e hepática com alguns agentes, como 
os aminoglicosídeos (Hetrick e Schoenfisch, 2006). 

Diante das limitações relacionadas aos métodos convencionais de tratamento 
terapêuticos, o avanço de pesquisas nas últimas décadas tornou possível o desenvolvimento 
de sistemas de liberação controlada de antibióticos, que traz como a principal vantagem a 
administração do antibiótico em altas doses sem exceder o nível de toxicidade sistêmica da 
droga, isso devido à possibilidade de aplicação diretamente no local de implantação, o que 
garante uma maior eficácia no procedimento (Hetrick e Schoenfisch, 2006; Hickok e Shapiro, 
2012). 


2.2 Liberação Controlada de Fármaco 


A busca desenfreada por tratamentos terapêuticos voltados à administração de 
antibióticos que tragam melhores desempenhos clínicos ao paciente vem crescendo, uma vez 
que o grande desafio dos métodos convencionais como spray, injeções e pílula utilizados na 
administração de fármacos ou agente ativo consiste em manter os níveis de sua concentração 
dentro da faixa terapêutica, pois elevadas concentrações acima desta faixa podem conduzir a 
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toxidade, enquanto que concentrações abaixo desta faixa são ineficazes e podem levar a casos 
de resistência ao antibiótico (Kidane e Bhatt, 2005; Bhattarai et al., 2010; Hickok e Shapiro, 
2012). 

O fármaco ao ser administrado apresenta variações quanto à sua concentração, 
atingindo o nível máximo de concentração (pico) na corrente sanguínea e posteriormente o 
declínio dessa dissolução, sendo necessária a administração de uma nova dosagem para 
manter os níveis de fármaco. Na Figura 3 é possível observar a análise comparativa quanto às 
variações de concentrações de fármacos administradas por liberação controlada e terapia 
convencional. 
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Figura 3. Faixa terapêutica dos perfis de concentração de fármaco no plasma mostrando o impacto da 


liberação rápida, liberação pulsátil e liberação controlada em relação à concentração efetiva e 
concentração tóxica (Liechty et al., 2010). 


Este novo sistema objetiva sistematizar a liberação do antibiótico na faixa terapêutica, 
melhorando o tempo de liberação e a sua estabilidade na presença de certos fluidos biológicos 
possibilitando com assim uma maior potencialidade na inibição de biofilmes, maior 
biodisponibilidade e fazendo com que a quantidade de fármaco total administrada seja menor 
do que os métodos convencionais terapêuticos, reduzindo com isto o efeito colateral 
sistêmico, uma vez que o tratamento é direcionado ao alvo a ser tratado e consequentemente 
evitando reações colaterais potencialmente prejudiciais em outras partes do corpo, e, desta 
maneira, diminuindo riscos ao paciente (Hetrick e Schoenfisch, 2006; Wu e Grainger, 2006; 
Bhattarai et al., 2010; Jacob et al., 2018). 

A eficácia da liberação de antibiótico é fortemente dependente da taxa e da maneira 
pela qual o medicamento é liberado. Estas propriedades são determinadas em parte pelo 
sistema carreador na qual o antibiótico é dopado ou carregado. Alguns dos mais comuns 
sistemas carreadores de fármaco utilizados são: hidrogel (Sheikhpour, Barani e Kasaeian, 
2017a; Sami et al, 2018), lipossomas (Nguyen et al., 2017; Sheikhpour et al., 2017a), 
polímeros carreadores (Masood, 2016; Sheikhpour, Barani e Kasaeian, 2017a), micelas ( 
Alper, Ozsoy e Dincer, 2017; Sheikhpour, Barani e Kasaeian, 2017a), dendrímeros ( 
Sheikhpour, Barani e Kasaeian, 2017b; Zhang et al., 2017), nanopartículas (Mandal et al., 


2016). 
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Todos estes sistemas descritos envolvem alguns princípios básicos como, por exemplo, 
a liberação de fármaco realizada via hidrogel esquematizado na Figura 4, sendo que a matriz à 
base de hidrogel ao entrar em contato com água envolve as seguintes etapas: 
1- A água se difunde na matriz; 
2 - A água atua como um plastificante, diminuindo a temperatura de transição vítrea (Tg) 
e consequentemente a mudança de estado, a formação de gel e o inchaço do polímero 
(relaxamento da cadeia polimérica); 
3- A droga (solúvel) se dissolve e se difunde através da camada do hidrogel e; 
4 - Finalmente, o polímero se dissolve (degrada) na superfície da matriz. 


Figura 4. Libertação do fármaco a partir de uma matriz (comprimido) feita de hidrogel dilatável. Os 
fenômenos de absorção de água, intumescimento, relaxamento da cadeia polimérica, difusão de 
fármaco, desemaranhamento da cadeia polimérica e erosão do polímero (Caccavo et al., 2016). 


Entretanto, entre os sistemas carreadores de liberação de antibióticos que tem 
aumentado consideravelmente em aplicações na área biomédica, está a utilização de hidrogéis 
como superfícies antibacterianas, que agem liberando o agente antimicrobiano diretamente na 
superfície do implante, atuando de forma preventiva quanto a proliferação bacteriana (Hetrick 
e Schoenfisch, 2006; Wu e Grainger, 2006; Neufeld e Bianco-Peled, 2017). 


2.3 Hidrogel 


Os hidrogéis são redes tridimensionais de polímeros hidrofílicos de origem natural ou 
sintética capazes de absorver grandes quantidades de água ou fluidos biológicos, dissolvidos 
em condições fisiológicas, o que os tornam bastantes semelhantes às células e tecidos vivos 
naturais. 

A capacidade de intumescimento dos hidrogéis por absorção de água ou fluidos 
biológicos devido à presença de grupos funcionais, tais como hidroxila (-OH), carboxila 
(COOH), amina (NH5), amidas (-CONH)), sulfônico (-SO3H), sua flexibilidade, porosidade e 
consistência macia o tornam muito interessante em questões de biocompatibilidade com o 
tecido vivo Sheikhpour, Barani e Kasaeian, 2017a). Sendo a estabilidade entre as cadeias a 
fim de melhorar as propriedades mecânicas do hidrogel, alcançadas pelo processo de 
reticulação ou interações físicas (Caló e Khutoryanskiy, 2015; Ullah et al., 2015). Desta 
forma, os entrelaçamentos afetam o seu grau de insolubilidade. Tendo em base o tipo de 
reticulação, os hidrogéis podem ser classificados quanto a duas categorias: físicos e químicos 
(Peppas et al., 2000). 

A reticulação química envolve a utilização de agentes reticulantes como, por exemplo, 
o glutaraldeído e/ou formaldeído, mas devido ao fato de apresentarem citotoxicidade, 
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alternativas menos danosas vêm sendo utilizada, como é o caso da genipina, composto 
geniposide, obtida via hidrólise enzimática com B-glucosidase (Akao et al., 1994; Mi et al., 
2000). 

Já os hidrogéis conhecidos como reversíveis ou físicos, podem ser obtidos por 
associação com pequenas moléculas aniônicas, por poliânions, por pontes de hidrogênio ou 
por associações hidrofóbicas (Caló e Khutoryanskiy, 2015; Pellá et al., 2018). 

Novos estudos têm sido desenvolvidos aplicando o polissacarídeo quitosana, que é um 
biopolímero obtido a partir da quitina, catiônico na presença de soluções diluídas de ácidos, 
obtido principalmente a partir da N-desacetilação parcial da quitina, a partir dos exoesqueletos 
dos crustáceos, como camarões e caranguejos, como também de algumas algas e da parede 
celular de certos fungos (Esmaeili et al., 2010; Hamman, 2010; Biao et al., 2017; He et al., 
2017; Manzoor et al., 2018), reticulados com genipina para o desenvolvimento de hidrogéis 
com ação antibacteriana para serem utilizados em superfícies de implantes (Hetrick e 
Schoenfisch, 2006; Pellá et al, 2018), devido às variadas propriedades, como 
biocompatibilidade, biodegradabilidade, atividade antibacteriana, não toxicidade, baixa 
imunogenicidade e a presença de grupos funcionais bioativos como, OH e NH, responsáveis 
pela reatividade do polímero e facilidade de processamento nas mais variadas formas, como 
géis (Iftime et al., 2017), membranas (Madhumathi et al., 2010), nanopartículas (NPs) (Anitha 
et al., 2009), scaffolds (Peter et al., 2010) dentre outros. 


3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Materiais 


Dentre os materiais utilizados na preparação do hidrogel, do processo de reticulação e 
da adição do fármaco, estão: 


e Quitosana em pó, de baixa massa molar com grau de desacetilação de 75-85 Y% 
(Sigma-Aldrich): 

Genipina P.A. 98 % (Sigma-Aldrich); 

Ácido lático com pureza superior a 98 % (Sigma-Aldrich); 
PBSpH7,4a0,1M; 

Cloridrato de vancomicina, pó liofilizado, 500 mg, TEUTO; 

Água destilada; 

Fosfato de sódio bibásico P.A. (Dinâmica); 

Fosfato de sódio monobásico monohidratado P.A. (Vetec). 


3.2 Metodologia 
3.2.1 Preparação dos Hidrogéis 


Para a produção do hidrogel foi tomando como referência a metodologia descrita por 
Solé et al. (2017) e Mi et al. (2000) usando uma solução de quitosana a 1,5 % (m/v), 1,5 g de 
quitosana em 100 mL de solução de ácido lático a 1% (v/v). E, para adição do fármaco 
vancomicina, utilizou-se a metodologia descrita por Talebian e Mansourian (2017). 

Na Figura 5 está ilustrado o fluxograma de preparação dos hidrogéis. Sendo assim, 
para a produção do hidrogel, primeiramente uma solução base foi preparada por meio da 
dissolução do polímero quitosana em ácido lático (1% v/v), para uma concentração final da 
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solução polimérica (1,5 % m/v), sob agitação magnética, modelo Fisatom a 840 rpm/1h, sob 
temperatura de 25 ºC, e, posteriormente, mantidas em repouso por 30 minutos. Essa foi a 
solução base usada para formação do hidrogel. 

A reticulação da solução base, pelo agente reticulante genipina e a adição do fármaco 
vancomicina, foram realizadas de 3 (três) formas distintas, que estão descritas a seguir. 


e Hidrogel 1 (H1) - O fármaco foi adicionado junto com o agente reticulante à solução 
base; 

e Hidrogel 2 (H2) - O fármaco foi adicionado primeiro à solução base e depois foi 
realizado a reticulação; 

e Hidrogel 3 (H3) - O agente reticulante foi adicionado primeiro a solução base e depois 
foi realizado a adição do fármaco vancomicina. 


Solução Base 


1,59 Quitosana 
+ 


98,5mL de solução aquosa 
de ácido lático 1% 


* 840 rpm/1 h 


* 20 ml Solução 
Base 


* 0,29 V + 0,012g Genipina * 0,29 Vancomicina * 0,012g Genipina 


+ 4 + 


2mL de água destilada 1mL de água destilada tmL de água destilada 


* 840 rpm/12 h * 840 rpm/4 h * 840 rpm/4 h 


*0,012g Genipina * 0,2g Vancomicina 


a 
tmL de água 
destilada destilada 


* 840 rpm/12 h * 840 rpm/12 h 


Figura 5. Fluxograma de preparação dos hidrogéis H1, H2 e H3 (Autores, 2021). 

Posteriormente, os hidrogéis obtidos foram armazenados em geladeira a 6 ºC. 
3.2.2 Procedimento de Liberação do Fármaco 

A análise do comportamento do hidrogel em meio aquoso foi realizada apenas na 
amostra (H1). Para tanto, em beckers de 50 mL foi colocado uma pequena porção de Hl em 
tampão fosfato-salino (PBS), pH 7,4 a 0,1 M; sob agitação magnética a 840 rpm. Para 


quantificação do fármaco no espectrofotômetro é necessário que a solução apresente 
características translúcidas, sendo assim para analisar a dispersão do hidrogel na solução 
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tampão/meio aquoso, de forma a obter um filtrado com as características desejadas que 
permitisse a quantificação da vancomicina pela técnica de espectrofotometria na região de 
absorbância ultra visível, executou-se 2 (dois) procedimentos que estão descritos a seguir. 


e Procedimento I (Figura 6) - Em beckers de 50 mL foram adicionados solução tampão 
e hidrogel sob agitação magnética a 840 rpm e coletado 1 mL dessa solução nos 
tempos de 5, 15 e 30 minutos. Posteriormente, o material que não dispersou o hidrogel 
de forma translúcida foi filtrado em papel filtro e/ou em centrífuga. 


Figura 6. Fluxograma das etapas seguidas referentes ao Procedimento I (Autores, 2021). 
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e Procedimento II (Figura 7) - Em erlenmeyers de 250 mL foram colocadas quantidades 
pequenas de hidrogel em solução tampão fosfato-salino (PBS) e em seguida inseridas 
em incubadora Shaker (Solab) com agitação orbital de 200 rpm a 36 ºC, nos tempos 
de 5, 15 e 30 minutos e de 1,2,3,4e 5 horas, para avaliar a dispersão do hidrogel em 
meio aquoso por método diferente. Em seguida, o coletado em cada tempo 
mencionado foi passado em peneira comercial. 


Figura 7. Fluxograma para quantificação da vancomicina no espectrofotômetro referente ao 
Procedimento II (Autores, 2021). 


3.2.3. Caracterização por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier 
(FTIR) 


Os espectros de FTIR das matérias-primas e dos hidrogéis foram obtidos usando um 
espectrômetro modelo Vertex 70 da Bruker, entre 4000 e 400 cm'!. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 


Na Figura 8 encontra-se os espectros de infravermelho das matérias-primas quitosana 
(Qs), genipina (Gp), vancomicina (V) e dos hidrogéis quitosana/genipina (HQG) e 
quitosana/genipina/vancomicina (HQGV), respectivamente. 


e e e 
[a = sd 
ses s s 
o o o 
ã É ê 
4000 3500 3000 2500 2000 1500 wW00 0 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 SO 4000 3500 3000 2500 2000 1500 “000 50 
4 4 E 
Numero de onda (cm'*) Numero de onda (cm *) Numero de onda (em?) 
os 
(d) nos 
04 
ado ss 
q I g 
s ' 
ms 03) o s 
o ê 
[4 
o 
o ES 
o 5 
“ “ 
qu 2 
õ 
Do 
e > empre 
“000 3500 3000 2500 2000 1800 “000 SO 4000 3500 3000 2500 2000 1500 “000 5% 
Numero de onda (em?) Numero de onda (em?) 


Figura 8. Espectro de FTIR: (a) quitosana (Qs), (b) genipina (Gp), (c) vancomicina (V), (d) hidrogel 
quitosana/genipina (HQG) e (e) hidrogel quitosana/genipina/vancomicina (HQGV). 


Estas bandas características de FTIR para a quitosana (Figura 8a) foram também 
observadas pelos autores Delgadillo-Armendariz et al. (2014) ao investigarem as 
características de absorção do fármaco glibenclamida no hidrogel quitosana/genipina. 
Também por Sami et al. (2018) ao formularem um hidrogel à base de biopolímeros quitosana 
e goma guar para estudo avaliativo da liberação controlada do analgésico Paracetamol. E 
ainda por Bakshi et al. (2018) ao realizarem um estudo comparativo da atividade 
antimicrobiana e a biocompatibilidade de derivados N-seletivos de quitosana. 

A atribuição das bandas características do espectro de FTIR para a genipina (Figura 
8b) foram também observadas pelos autores Dimida et al. (2017) quando produziram 
scaffolds para regeneração e reparo ósseo de quitosana reticulada com diferentes 
concentrações de genipina para avaliação de propriedades físicas, químicas e biológicas, e, 
por Delgadillo-Armendariz et al. (2014) ao investigarem características de absorção do 
fármaco glibenclamida no hidrogel quitosana/genipina. 

Estas mesmas principais bandas referentes à vancomicina (Figura 8c) foram também 
observadas pelos autores Yao et al. (2013) ao desenvolverem scaffolds pela técnica de 
replicação, usando 45S5 Bioglass” (BG) revestidos com policaprolactona e quitosana 
carregada com vancomicina, para aplicação na área de engenharia de tecido ósseo, e, por 
López-Iglesias et al. (2019) ao realizarem estudos avaliativos quanto à capacidade de aerogéis 
de quitosana carregadas com vancomicina para atuarem como uma formulação potencial no 
tratamento e prevenção de infecções em feridas crônicas. Todas as absorções e atribuições 
referentes à quitosana (Qs), genipina (Gp) e vancomicina (v) estão resumidas na Tabela 1. 
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Com relação aos hidrogéis, segundo os autores Dhawade e Jagtap (2012) e Ordikhani 
et al. (2014) a água forma uma ligação de hidrogênio intermolecular com a quitosana através 
dos grupos amina e hidroxila, o que pode vir a causar deslocamentos de picos. A ligação de 
hidrogênio entre a quitosana e o glicopeptídeo vancomicina causa apenas uma leve mudança 
na posição do pico. Portanto, sugere-se que não ocorreram interações químicas importantes 
entre a matriz e a droga, o que levaria a uma mudança estrutural nos constituintes. O 
alongamento hidroxílico foi mais pronunciado no hidrogel, o que pode estar associado às 
pontes de hidrogênio presentes tanto na quitosana quanto na vancomicina (Yao et al., 2013). 


Tabela 1. Número de ondas e bandas de absorção referente à quitosana (Qs), genipina (Gp) e 


vancomicina (V). 


Matérias - primas Número de ondas (cm!) 


3600 - 3000 
2960 - 2876 
1649 
1581 
1384 - 1308 
1374 
1233 - 1000 
1150 
1122-512 
1066 
1018 
900 
3397 - 3211 
2942 
2343 
1680 
1619 
1445 
1308 
1200 
1150 
1104 
987 - 925 
MA! 
3270 
2936 
1649 
1589 
1490 
Vancomicina (V) 1420 - 1393 
1310 
1228 
1125 
1014 
718 


Quitosana (Qs) 


Genipina (Gp) 


Atribuição 


Vibração de alongamento OH e NH associados as aminas 


Alongamento C —H 
Vibração de alongamento C = O 
Flexão angular NH 
Deformação simétrica C — H 
CH; 
Alongamento de álcoois C — O 
Alongamento assimétrico C — O —-C 
Anéis pirosídicos 
Alongamento C — O 
Alongamento C — O 
Cc-H 
C=€ 
Alongamento do grupo C —H 
Deformação de alongamento CH; 
Vibração de alongamento C = O 
Alongamento v C — O 
Flexão CH; 

Flexão CH; 

Vibração de alongamento C — N 
Vibração de alongamento C — O 
Vibração de alongamento C — O 
Flexão fora do anelC — H 
Flexão fora do plano C —- O — C 
O-H 
Deformação axial C —-H 
C=O0 
Vibração aromática C — C 
C=C 
Deformação assimétrica de CH; 
Cc-H 
CH; 

OC,H; — CO 
O-H 
R- NH, 


Todas as absorções e atribuições referentes ao hidrogel quitosana/genipina (HQG) e ao 
hidrogel quitosana/genipina/vancomicina (HQGV) estão descritas resumidamente na Tabela 


de 
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Tabela 2. Número de ondas e bandas de absorção referentes aos hidrogéis: hidrogel 
quitosana/genipina (HQG) e hidrogel quitosana/genipina/vancomicina (HQGV). 


Número de ondas (em *) Atribuição 
3600 - 3000 Aumento intensidade O — H 
1634 Alongamento C = O 


Na Figura 9 estão ilustrados os resultados para análise da dispersão do hidrogel em 
solução tampão fosfato-salino (PBS) usando o primeiro procedimento (Procedimento 1) 
descrito na metodologia. 


Figura 9. Procedimento I para os hidrogéis nos tempos: (a) 5, (b) 15 e (c) 30 minutos. 


Pode-se observar que para os tempos de 5 e 15 minutos, o hidrogel consegue se 
dissolver na solução tampão de forma que a solução se manteve translúcida, o que permitiu a 
coleta de 1 mL para leitura no espectrofotômetro. Foi possível observar que para o tempo de 
30 minutos o hidrogel se despedaçou dentro da solução tampão, não apresentando nenhuma 
região translúcida, de forma que não foi mais possível a coleta de 1 mL da solução. Sendo 
assim, foi realizada a filtração do material, o qual não foi possível coleta, em papel filtro, e 
como outra possível solução, procedeu-se com o uso de centrífuga no intuito da decantação da 
parte dispersa da solução. Ambos os procedimentos se encontram ilustrados na Figura 10. 

Foi possível observar que, embora utilizando o papel filtro e a centrífuga, na tentativa 
de separar o hidrogel da solução líquida por filtração e/ou sedimentação, respectivamente, não 


foi obtido uma solução translúcida. 
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Figura 10. Hidrogel e solução líquida quando seguido o Procedimento T. 


Diante deste resultado, partiu-se para o segundo procedimento (Procedimento II) 
descrito na metodologia, objetivando obter um filtrado passível de realização de leitura no 
espectrofotômetro. Os resultados do segundo procedimento encontram-se ilustrados na Figura 
l1. 

Diante destes resultados (Procedimento Il), observou-se que o filtrado ficou 
translúcido em tempos de 5, 15 e 30 minutos, como também nos tempos de 1,2,3,4€e 5 horas 
de permanência na incubadora Shaker. 

Assim, levando em consideração os resultados obtidos em ambos os Procedimentos I e 
II, tem-se que o Procedimento II foi a melhor técnica praticada, visto que possibilitou a coleta 
da solução límpida quando da utilização de incubadora Shaker. Isto foi preponderante devido 
ao fato de que, para realização de leitura utilizando a espectrofotometria na região de 
absorbância ultra visível, se faz necessário que a coleta da solução seja translúcida, para que 
com isto venha conferir a possibilidade quanto a quantificação do fármaco vancomicina. Por 
outro lado, em relação ao Procedimento 1, a utilização de barrinha magnética (“peixinho”) 
para auxiliar na agitação da solução, foi o que possivelmente não veio a contribuir para a 
formação da solução translúcida desejada, antes, propiciou que a matriz de hidrogel viesse a 
despedaçar. 


Ey 


Figura 11. Soluções nos tempos: (a) 5, (b) 15 e (c) 30 minutos, e, (d) 1, (e) 2, (1) 3, (g)4 e (h) 
5 horas. 
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5. CONCLUSÕES 
Pode-se concluir que: 


e Com base nos resultados dos espectros de FTIR, os materiais estudados apresentaram 
as bandas de absorção das ligações características de cada material; 

e A partir da execução do segundo procedimento (Procedimento Il), foi possível um 
melhor desempenho para coleta da solução translúcida dos hidrogéis a base de 
quitosana/genipina/vancomicina, em meio aquoso, para leitura pela técnica de 
espectrofotometria na região de absorbância ultra visível, o que possibilita futuros 
estudos voltados à quantificação do antibiótico. 
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RESUMO: Os hidrogéis são considerados os primeiros biomateriais concebidos para uso no 
corpo humano e consistem basicamente em redes poliméricas tridimensionais compostas de 
polímeros hidrofílicos com capacidade de absorver grandes quantidades de água ou de fluidos 
biológicos. De modo particular, hidrogéis de quitosana, destaca-se por ser uma matriz adesiva, 
biocompatível, antibacteriana, osteogênica, biodegradável, não tóxica e capaz de reter, liberar e 
distribuir agentes terapêuticos (fármacos) no local aplicado. Sendo assim, neste capítulo está 
abordado a obtenção de um hidrogel antibacteriano para aplicação em prótese de joelho usando 
quitosana reticulada quimicamente com a genipina promovendo a formação de um sistema 
carreador do fármaco vancomicina. Para tanto, uma investigação no método de protonação e 
reticulação da quitosana foi realizada. As amostras foram caracterizadas por espectroscopia de 
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difração de raios X (DRX) e análise 
termogravimétrica (TG). A mudança na forma de incorporação do reticulante interferiu na 
formação do hidrogel promovendo maior interação da molécula de genipina com os grupamentos 
hidroxila e amina da quitosana. Observou-se a formação das fases semicristalinas da quitosana e 
cristalina da genipina. A vancomicina possui característica amorfa. O hidrogel que apresentou o 
melhor resultado foi o HsQIGV desenvolvido com pH 5,7, com homogeneidade, viscosidade e 
adesão adequada para aplicação, usando seringas, em cirurgia de prótese de joelho e com 
características promissoras como sistema carreador do fármaco vancomicina. 


Palavras-chave: Hidrogel, quitosana, vancomicina, antibacteriano, prótese de joelho. 
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1. INTRODUÇÃO 


A osteoartrite do joelho é uma doença degenerativa, progressiva, sendo uma das 
principais causas de dor e incapacidade, criando um enorme e crescente problema para os 
indivíduos, principalmente com o aumento da longevidade e envelhecimento populacional. 
Um dos tratamentos é a substituição da superfície articular do joelho ou cirurgia de 
artroplastia, uma solução que vem sendo utilizada desde 1860, quando foi interposto tecidos 
moles para reconstruir uma articulação com artrose avançada (Miranda et al., 2012; Long et 
al., 2017). 

Muito embora a artroplastia total do joelho (ATJ) seja um dos procedimentos 
cirúrgicos mais intensivos em recursos e de alto volume (Abbas et al., 2022), inclusive 
sofrendo devido à crise da pandemia de Covid 19 um drástico impacto de efeito financeiro 
sem precedentes (O"Connor MD et al., 2020; Khanna et al., 2021) e de tendências nas 
percepções dos pacientes (Chen MD et al., 2021; Seetharam MD, 2022) e dos cirurgiões 
(Suraci, Wood e Tanzer, 2022) em relação à segurança e morbidade psicológica, por outro 
lado, tem-se que a relutância em realizar este tipo de cirurgia se deve, entre outros fatores, a 
preocupação de que as complicações possam ser mais comuns do que com a recuperação 
aprimorada após a cirurgia (Jenny e Gisonni, 2022). 

Os relatos de quadros que envolvem complicações infecciosas nas cirurgias de prótese 
total de joelho envolvem bactérias Staphylococcus coagulase-negative, Staphylococcus 
aureus e Staphylococcus epidermidis, requerendo às vezes remoção dos implantes, com alta 
morbidade (Romano et al., 2015; Brand e Rufer, 2021; Pfahl et al., 2022). Para evitar tais 
complicações os pacientes são submetidos ao uso de multi-antibióticos, como exemplo da 
vancomicina, um potente antibiótico bastante utilizado a mais de 60 anos nos casos de 
infecções mais graves causadas por Staphylococcus aureus, resistentes à meticilina. No 
entanto, muitos tipos de bactérias desenvolvem resistência a vários antibióticos, sobretudo, 
quando a administração é via oral. 

Assim, uma solução bastante atraente para prevenir e/ou evitar que as bactérias entrem 
em contato com a superfície do implante são os revestimentos à base de quitosana, por 
apresentarem biocompatibilidade (Moura et al., 2017), propriedades antibacterianas (Chang et 
al., 2017) e osteogênicas (Lin et al., 2017), baixo custo (Vasilieva et al., 2017), 
biodegradabilidade (He et al., 2017) e não toxicidade (Zubareva et al., 2017). Podendo 
apresentar-se na forma de géis (Wu et al., 2017), membranas (Carvalho et al., 2017), 
nanofibras (Sedghi et al., 2017), micropartículas (Jeon et al., 2016) e nanopartículas (Sáez et 
al., 2017), com propriedades e características bastante atraentes para a medicina ortopédica. 

Os hidrogéis a base de quitosana de modo particular destacam-se por ser uma matriz 
adesiva capaz de reter, liberar e distribuir agentes terapêuticos (fármacos), no local de 
aplicação. Porém, para garantir a estabilidade de sua cadeia, se faz necessário o uso da 
reticulação, onde atualmente a mais utilizada é a reticulação química com o agente reticulante 
genipina, um reagente natural obtido dos frutos de “Gardeniajasminoides ELLIS” (Giri et al., 
2012) pelo fato de não apresentar toxicidade. Neste contexto, embora os estudos recentes 
tenham progredido muito na exploração das propriedades antibacterianas das superfícies 
modificadas, a aplicabilidade prática nas cirurgias ortopédicas ainda é muito limitada. 

Numa descrição histórica em relação a evolução dos biomateriais, é possível englobar 
diferentes classes convencionais de biomateriais naturais e também de biomateriais sintéticos 
como são os metais, os polímeros, as cerâmicas, os compósitos e revestimentos (Gayathry, 
Komath e Velayudhan, 2022). Sendo assim, a proposta do trabalho para este capítulo foi obter 
um hidrogel de quitosana reticulado quimicamente com a genipina para aplicação como 
sistema carreador do fármaco vancomicina, além de avaliar as interações químicas entre a 
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quitosana, genipina e vancomicina, que promovam características promissoras para aplicação 
como superfície antibacteriana. Mediante a abordagem oferecida neste capítulo, a expectativa 
é a contribuição no progresso das pesquisas nesta área e a corroboração aos relevantes 
trabalhos já difundidos sobre biomateriais. 


2. REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 Artroplastia (Prótese do joelho) 

A artrose de joelho, patologia que consiste no desgaste articular (Figura 1) progressivo 
e irreversível, apresenta-se como um grande problema de saúde pública, com prevalência de 


13,9% em adultos com idade superior a 25 anos e 33,6% acima de 45 anos (Van Saase et al., 
1989; Jordan et al., 2007). 


Cartilagem normal Desgaste da cartilagem 


Figura 1. Ilustração da cartilagem articular de joelho, vista de frente com característica (A) 
normal/sem desgaste e (B) com desgaste (Nepomuceno et al., 2022). 


Geralmente, os tipos e causas da osteoartrite (OA) são como descritos a seguir: 


e Osteoartrose degenerativa progressiva, multifatorial; pode estar relacionada com 
fatores genéticos que a predispõem, favorecida pelo sedentarismo, obesidade e o 
envelhecimento, uma vez que em pessoas acima dos 60 anos, apenas 9,6% dos 
homens apresentaram artrose, enquanto 18% das mulheres sofrem de OA sintomática 
(Murray et al., 1996); 


e Osteoartrose secundária pode estar relacionada a traumatismos de alta energia como 
fraturas articulares e pós lesões ligamentares, ou baixa energia como atividade 
esportiva de impacto; 


e Artrite reumatoide ou artrite gotosa, que podem ser causadas por reumatismos, que é 


uma doença autoimune levando a um processo inflamatório na membrana produtora 
do líquido sinovial, ou casos de artrite gotosa caracterizada por inflamação articular 
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com depósito de cristais no interior do joelho. Ambas têm seus períodos de 
exacerbação da inflamação que em crises destroem a cartilagem (Scott, 2011). No caso 
desta última, por exemplo, a Artroplastia Total do Joelho (ATJ) tem sido descrita como 
um modo de tratamento eficaz e bem-sucedido no alívio da dor e restauração da 
função em pacientes com Artrite Reumatoide (AR) (Malhotra, Janardhanan e Batra, 
2021). 


A ATJ apresenta resultados bem-sucedidos na maioria dos pacientes (Goud MD et al., 
2022). Esta intervenção cirúrgica está reservada para os casos graves, onde tratamentos 
medicamentosos e fisioterápicos não resolvem mais. Sendo assim, o paciente poderá ser 
submetido ao procedimento cirúrgico, o qual consiste em substituir a cartilagem desgastada 
por uma prótese metálica (Figura 2), revestindo o fêmur distal e a tíbia proximal, e entre os 
componentes utilizados, geralmente coloca-se um disco de polietileno de alta densidade para 
facilitar o movimento com menos atrito (Scott, 2011). 

Uma série de tecnologias têm sido propostas para o tratamento antibacteriano de 
implantes ortopédicos. Entre as quais busca-se uma superfície inteligente que combine as 
propriedades anti-adesivas e que funcionem como agentes antimicrobianos, ou seja, capazes 
de oferecer múltiplas atividades biológicas simultaneamente (Gallo et al., 2014). 


Figura 2. Ilustração de uma Prótese de joelho (Nepomuceno et al., 2022). 


Na área da engenharia biomédica, vários aspectos são discutidos e devem ser 
considerados para garantir que uma determinada característica, função ou critério de 
qualidade seja refletido no design final de um produto. Existem critérios de qualidade como 
confiabilidade, fabricação Seis Sigma ou inspeção que devem ser atendidos. Características de 
desempenho, como funcionalidade, fabricação, facilidade de manutenção, manutenção, 
impacto ambiental e usabilidade, têm o maior impacto no custo, segurança, aceitação de 
mercado e sucesso comercial do produto (Tranquillo, Goldberg e Allen, 2023). Em relação 
aos produtos para implantes, isto se configura ainda mais criterioso. Em relação a prótese de 
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joelhos, inúmeros estudos são realizados no sentido de promover o sucesso da artroplastia 
(Miralles-Mufioz et al., 2022; Hannon MD et al., 2022; Kaneda MD et al., 2022). 

A prática da artroplastia foi um dos maiores avanços na medicina ocorridos nas 
últimas décadas, principalmente com o envelhecimento da população mundial. Todavia, as 
infecções relacionadas às próteses articulares constituem, atualmente, um importante 
problema de saúde pública, acarretando aos pacientes o desconforto de uma nova intervenção 
cirúrgica para a troca da prótese e necessidade de uma antibioticoterapia prolongada. Logo, 
faz-se necessário obter uma única prótese com vários tipos específicos de superfícies, como 
descrito na Figura 3. 
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Figura 3. Ilustração de superfícies multifuncionais modificadas da prótese de joelho para evitar 
infecções cirúrgicas e contaminações por bactérias (Nepomuceno et al., 2022). 


Novas estratégias para combater a colonização bacteriana e a formação de biofilme 
são necessárias. Uma estratégia promissora é a utilização de revestimentos antibacterianos em 
implantes. Resultados in vitro atuais, significado clínico, importância econômica, perspectivas 
evolutivas e direções futuras de revestimentos antibacterianos vêm sendo discutidos. As 
estratégias de revestimento antibacteriano ajudarão a reduzir as taxas de infecção após o 
implante (Lex et al., 2022). 


2.1.1 Infecções cirúrgicas e contaminações por bactérias 


A infecção da prótese é um problema crescente e a principal complicação cirúrgica na 
artroplastia, que gera uma carga assistencial e econômica muito grande ao sistema de saúde, 
sendo também uma grave patologia ao paciente. Um número muito grande de pacientes perde 
suas artroplastias e tendem a ser submetidos a repetidas intervenções e antibioticoterapia 
prolongada. Em geral as taxas médias de infecção global durante os 2 primeiros anos pós- 
operatórios de artroplastia primária total de joelho são de 2,5% de infectados e nas 
artroplastias secundárias (necessidade de trocar a prótese em nova cirurgia) são 5,6% casos de 
infectados. Gerando um custo adicional de aproximadamente 50.000 dólares (Romano et al., 
2015). 

Os casos de infecções em cirurgias de artroplastia podem ocorrer imediatamente na 
cirurgia ou logo após a sua ocorrência, e, mais raramente, por via hematogênica, que é a 
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disseminação da bactéria oriunda de um local distante da região operada, mas que chega até a 
prótese pela corrente sanguínea (Romano et al., 2015). O corpo estranho, neste caso a prótese, 
permite a formação do biofilme bacteriano resistente aos mecanismos de defesa do organismo 
e aos antibióticos, e a bactéria mais comum nas artroplastias totais de joelho com alta 
virulência é a Staphylococcus aureus (Silva et al., 2010). Estudos focados sobretudo em 
organismos resistentes a meticilina, como cepas de Staphylococcus aureus, são alvos de 
preocupação, devido a sua alta virulência, sendo altamente correlacionado com infecções 
hospitalares. Dentre os fatores de virulência desta espécie, pode-se citar a grande capacidade 
de reprodução nos tecidos, aderência a cateteres e a cápsula que protege a espécie de 
fagocitose, dentre outras. O ser humano pode ser considerado portador de Staphylococcus 
aureus, uma vez que este microrganismo pode ser encontrado na mucosa nasal de indivíduos 
saudáveis (Silva et al., 2010). 

Sabe-se que a hidrofobicidade superficial e a carga elétrica de bactérias variam entre 
as espécies e as estirpes, e são influenciados pelo ambiente externo e o ciclo de vida das 
bactérias. Estudos relatam que para o mecanismo de adesão, bactérias hidrofóbicas se aderem 
em maiores extensões a superfícies hidrofóbicas, enquanto as bactérias hidrofílicas preferem 
as superfícies hidrofílicas. No que desponta o crescimento bacteriano, as bactérias apresentam 
evidências de serem carregadas negativamente nas fases iniciais, permitindo a adesão com 
superfícies carregadas positivamente através de uma ligação eletrostática (Lin et al., 2017). As 
características ambientais e superficiais de um biomaterial, tais como rugosidade superficial, 
hidrofobicidade e carga eletrostática, desempenham papéis condicionais. Muitos receptores 
podem aderir bactérias flutuantes à superfície do biomaterial e sua colonização no corpo do 
hospedeiro. 

Quando a bactéria adere à superfície do biomaterial, ocorre uma "corrida pela 
superfície" na qual as células hospedeiras e bacterianas competem pelo destino final do 
implante (Gallo et al., 2014). A adesão bacteriana do implante está representada na Figura 4, 
em que pode ser visualizado o componente com maior extensão de cor cinza, corresponde à 
prótese de joelho, sendo que os pequenos pontos vermelhos representam as bactérias 
proliferando sobre o metal (Gallo et al., 2014). 


Prótese Bactérias 
I H HI IV V 


Figura 4. Ilustração esquemática do processo de colonização por bactérias no biomaterial até a 
formação de biofilme, evidenciando na janela inicial (etapas I e II) o período em que o biofilme não 
está formado. Em que, as etapas representam: I - adesão reversível, II - adesão irreversível, II - 
maturação inicial, IV - maturação tardia e V - dispersão colônias (Nepomuceno et al., 2022). 


No campo da ortopedia para evitar a adesão microbiana inicial pré- e pós-operatória 
(Birt et al., 2017) às superfícies dos implantes, os pacientes são submetidos ao uso de 
antibióticos (Kapadia et al., 2016), e dentre estes, tem-se à vancomicina, que é um potente 
antibiótico bastante utilizado em casos de infecções mais graves causadas por Staphylococcus 


aureus, resistentes à meticilina. 
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2.2 Vancomicina 


A vancomicina é um antibiótico da classe dos glicopéptideos sendo isolada pela 
primeira vez em 1953 por Edmund Kornfeld (trabalhando na Eli Lilly) a partir de uma 
amostra de solo coletada por um missionário, nas selvas do interior de Bornéu. O organismo 
que a produziu acabou por ser nomeado Amycolatopsis orientalis e seu efeito foi nas bactérias 
gram-positivas (Ponder et al., 2010; El Din et al., 2018), atuando bem também nos casos 
resistentes de Staphylococcus aureus. Seu mecanismo de ação consiste na inibição da parede 
celular bacteriana, fragilizando e rompendo as paredes bacterianas que não suportam as 
pressões osmóticas. No entanto, a única via de administração possível é a intravenosa, uma 
vez que a vancomicina exibe uma absorção muito fraca no intestino e só pode ser 
administrada por via intravenosa (Uhl et al., 2017). 

A vancomicina é um antibiótico utilizado há mais de 60 anos e sua dosagem adequada 
requer consideração do local da infecção, peso do paciente, função renal e suscetibilidade 
contra patógenos infecciosos (Tsai et al., 2018) (Turner et al., 2018). Na Figura 5 está 
apresentada a estrutura da vancomicina. 


Figura 5. Cloridrato de vancomicina (El Din e Schost, 2018). 


A grande problemática que vem sendo exposta é a questão da resistência bacteriana a 
vários antibióticos (Cox et al., 2016; Qi et al., 2017), sobretudo quando a administração é via 
oral. Assim, uma solução bastante atraente que o campo da ortopedia tem focado para 
minimizar ou evitar a adesão microbiana, evitando desta forma os casos de infecções, são as 
superfícies antibacterianas a base de hidrogéis de quitosana, que podem de forma preventiva 
evitar que as bactérias entrem em contato com a superfície do implante (Raphel et al., 2016). 
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2.3 Hidrogéis de quitosana 


Os hidrogéis são redes poliméricas tridimensionais flexíveis e elásticas, baseados em 
redes moleculares hidrofílicas (Solé et al., 2017), produzidos por uma reação de um ou mais 
monômeros ou polímeros, capazes de associar-se através de pontes de hidrogênio ou 
interações eletrostáticas. Os polímeros que formam o hidrogel tipicamente contêm grupos 
hidrofílicos, tais como OH, COOH, NH», -CONH5, -CONH-, -SO3H e apresentam capacidade 
de absorver grandes quantidades de água ou fluidos biológicos, dissolvidos em condições 
fisiológicas. Entre os polímeros em destaque está a quitosana, que é um biopolímero 
produzido a partir da desacetilação da quitina, sendo que devido à sua boa 
biocompatibilidade, degradabilidade, atividade antibacteriana e baixa imunogenicidade (Fan 
et al., 2017), características antimicrobianas e baixo custo (Sahiner et al., 2016; Rossi et al., 
2017; Zheng et al., 2017) a quitosana se apresenta como um biopolímero promissor para 
aplicação médica (Barbosa et al., 2017; Park et al., 2017) em hidrogéis (Park et al., 2017; 
Gupta et al., 2017). Na Figura 6 está apresentada uma ilustração da estrutura da quitosana. 
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Figura 6. Ilustração da estrutura química da quitosana (Park et al., 2017). 


A estabilidade do hidrogel é adquirida através de reticulações físicas e/ou químicas, 
sendo esta última a mais utilizada por proporcionar melhores propriedades mecânicas 
requeridas à hidrogéis como sistema carreadores de fármacos (He et al., 2017) e dentre os 
agentes reticulantes como, por exemplo, o glutaraldeído (Yu et al., 2017) e o formaldeído 
(Ornoff et al., 2016), em destaque está a genipina, que é um reagente natural biologicamente 
seguro e que não apresenta toxicidade (Xu et al., 2017), obtido dos frutos de 
“Gardeniajasminoides ELLIS” (Giri et al., 2012). 


2.3.1 Genipina 


A genipina, aglicona do geniposídeo, é um composto orgânico, pertencente à classe 
dos iridóides, onde este iridóide pode ser obtido a partir de frutas da Gardenia jasminoides J. 
Ellis (gardenia), uma planta de flores e folhas verdes da Ásia ou de frutas não maduras de 
Genipa americana L. (genipa) que crescem naturalmente nas terras baixas da floresta 
amazônica e outras partes da América latina (Neri-Numa et al., 2017). O mecanismo de 
obtenção da genipina está ilustrado na Figura 7. 

A genipina apresenta propriedades anti-inflamatórias, anti-angiogênicas, anti- 
oxidativas, anti-proliferativas e indutoras de apoptose que possuem importância no campo dos 
biomateriais. Além disto, pode evitar uma variedade de câncer, diminuindo a viabilidade das 
células cancerosas (Neri-Numa et al., 2017). Na prática médica chinesa tradicional, a genipina 
tem sido relatada no tratamento da inflamação, dor, hipertensão e distúrbios hepáticos, lesão 
de isquemia-reperfusão, esteatose, hepatite autoimune e fibrose em roedores e atenua a lesão 
do tecido miocárdico e suprime a neuroinflamação (Liu et al., 2017). 
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Dentre as características interessantes da genipina está o fato de que, em presença de 
oxigênio, ela reage com as aminas primárias e as proteínas que produzem pigmentos violeta- 
azulados (Neri-Numa et al., 2017). 
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Figura 7. Obtenção da genipina a partir de frutas da Gardenia jasminoides e hidrólise do genipósido a 
partir de frutos Gardenia ou diretamente da fruta de Jenipapo não maduro (Neri-Numa et al., 2017). 


Genipa Americana L. 
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A reticulação da quitosana com a genipina é espontânea e irreversível, e reage, 
sobretudo, com grupos amino, produzindo assim, compostos fluorescentes nas cores azuis. 
Desta forma, a reticulação ocorre para ajustar as propriedades gerais da quitosana e diminuir a 
sua degradação, permitindo ao fármaco antibiótico ficar disperso na matriz, durante o período 
desejado, apresente-se estável, biocompatível, elástico e com liberação controlada para 
aplicação biomédica (Muzzarelli et al., 2016). 


2.4 Sistemas carreadores de antibióticos utilizados em cirurgia de artroplastia de joelho 


A proposta envolvendo o uso de sistemas carreadores de antibióticos em cirurgias, em 
especial os baseados em hidrogéis, tem ganhado força nas últimas décadas. Sendo assim, foi 
realizado um levantamento da literatura na plataforma online “science direct” sobre as 
publicações referentes ao tema de interesse nos últimos 5 anos (2017 - 2021). Para tanto, foi 
utilizado como palavras-chave: Sistemas de entrega de antibióticos - “Antibiotic Delivery 
Systems”, Artroplastia do Joelho e Hidrogéis - “Knee Arthroplasty, Hydrogels”, Quitosana - 
“Chitosan”. Em primeiro instante, foram encontrados 68 artigos relacionados aos sistemas 
carreadores de antibióticos utilizados em cirurgias de artroplastia de joelho com hidrogel de 
quitosana. 

No entanto, na Figura 8 está ilustrado graficamente um comparativo de algumas 
publicações mais relevantes difundidas no período de revisão deste trabalho. Pode ser 
observado que nos últimos 5 anos houve um grande interesse em estudos voltados a aplicação 
de sistemas carreadores de antibióticos em cirurgias de artroplastias de joelho, com maior 
percentagem observada no ano de 2020. E dentre esta gama de publicações, que totalizam 18 
publicações, sendo 3 revisões da literatura, 2 publicações em revistas, 1 consenso de ortopedia 
sobre infecções em próteses de joelho e 12 capítulos de livros, foi realizado um breve resumo, 
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destacado a seguir, sobre alguns trabalhos que se mostram promissores na utilização do 
hidrogel de quitosana como sistema carreador de antibiótico. 
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Figura 8. Número de publicações referentes aos sistemas carreadores de antibióticos para uso em 
cirurgias de artroplastias de joelho, no período de 2017 a setembro de 2021. 


Na pesquisa desenvolvida por Mohamed et al. (2017) foram desenvolvidos novos 
hidrogéis de quitosana reticulados com tereftaloiltioureia como agentes antibacterianos e 
antifúngicos. Em que os resultados in vitro mostraram que os hidrogéis são mais eficazes 
contra bactérias Gram-positivas do que contra bactérias Gram-negativas. Estes hidrogéis 
também mostram um efeito inibitório significativo nos fungos, sendo mais eficazes quanto a 
atividade antibacteriana e antifúngica em graus de reticulação maiores. 

Wahid et al. (2017) prepararam uma série de nanocompósitos antibacterianos de 
carboximetil-quitosano/CuO tratando o hidrogel de carboximetil-quitosana (CMCh) em 
solução de cloreto de cobre (II) (CuCl,) seguido da oxidação de íons de cobre na presença de 
hidróxido de sódio. As propriedades antibacterianas dos nanocompósitos hidrogéis foram 
estudadas contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados mostraram 
excelente comportamento antibacteriano dos hidrogéis e podem ser utilizados efetivamente 
em numerosos campos biomédicos. 

Os pesquisadores Zhang et al. (2017) desenvolveram novos curativos de feridas 
formados com o hidrogel antibacteriano composto por quitosana modificada com poli (amino 
etil) (PAEMCS). Testes microbiológicos e de citotoxicidade mostraram que os hidrogéis à 
base de PAEMCS possuíam excelente higroscopicidade, alta atividade antibacteriana contra 
E. coli, S. aureus ou S. epidermidis e boa citocompatibilidade, apresentando excelente 
atividade antibacteriana e promissora aplicação como curativos de hidrogel antibacterianos 
usados na terapia de feridas. 

No estudo de Wu et al. (2017) em que desenvolveram hidrogéis à base de 
quitosana/alginato (CS/ALG) para a entrega de lisozima e estudaram sua atividade 
antibacteriana, os resultados obtidos evidenciaram a atividade relativa da lisozima 87,72 + 
3,96%, indicando que os hidrogéis CS-ALG são matrizes promissoras para adsorção e 
depuração de CS/ALG e lisozima, que melhorou a atividade antibacteriana contra E. colie S. 
aureus em comparação com CS/ALG, sugerindo seu potencial na indústria alimentar, bem 
como em outras aplicações. 

A pesquisa de He et al. (2017) em que sintetizaram hidrogéis super absorventes de g- 
poli (ácido acrílico-co-acrilamida) quaternário de amônio de quitosana, a partir do ácido 
acrílico (AA), acrilamida (AM) e quaternário de amônio de quitosana com alto grau de 
substituição, as atividades de absorção de água e antibacterianas dos hidrogéis 
superabsorventes contra Escherichia coli (E. coli) e Staphylococcus aureus (S. aureus) foram 
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investigadas. A introdução de quaternário amônio de quitosana fez com que a atividade 
antibacteriana melhorasse. O hidrogel superabsorvente também possui propriedades sensíveis 
ao pH. O efeito antibacteriano mostrou-se mais eficaz quando o hidrogel apresentou maior 
intumescimento. 

Zhang et al. (2018) obtiveram hidrogéis de carboximetilquitosana com diferentes 
propriedades de cationicidade através da reticulação com diferentes concentrações de 
genipina (1%, 2,5%, 5% e 10%). A concentração de genipina influenciou fortemente as 
respostas das células-tronco mesenquimais (CTM) e a atividade de coagulação sanguínea para 
amostras de quitosana-hidroxiapatita. O aumento da concentração de genipina, em geral, 
aumentou nos testes in vitro, os potenciais efeitos osteogênicos e hemostáticos, e uma ótima 
janela de cationicidade da quitosana (5% de genipina) levou a ambas as melhores respostas 
em cultura de células MSC de diferenciação celular. 

Biomateriais de quitosana carreando vancomicina tem apresentado promissor e efetivo 
efeito na profilaxia de infecções em cirurgias ortopédicas. Em particular, a cationicidade 
demonstrou um profundo efeito de modulação nas atividades hemostáticas de amostras de 
quitosana, através da influência de três diferentes aspectos dos processos de coagulação, 
incluindo a via de coagulação intrínseca, agregação e ativação de plaquetas e ativação de 
eritrócitos. O ajuste do grau de reticulação proporcionou, assim, uma abordagem simples e 
eficaz para alcançar funções osteogênicas e hemostáticas combinadas, que tem grande 
potencial na modificação da superfície de implantes cirúrgicos (Pawar et al., 2019). 

As infecções bacterianas são especificamente graves nas cirurgias ortopédicas, diante 
disto, os autores Abrami et al. (2019) relacionaram a importância de modificar as superfícies 
dos implantes para impedir a criação do biofilme precocemente no pós operatório, e uma 
possível estratégia foi constituída em um gel com Poloxamer 407 carreando cloridrato de 
vancomicina. 

O consenso internacional de infecção ortopedia em próteses de quadril e joelho, 
embora aponte uma tendência em procurar novas estratégias para o combate da infecção 
protética, ainda não há consenso em relação a orientação para o uso dos atuais implantes 
modificados para evitar infecção após cirurgia de prótese (Aboltins et al., 2019). 

Martinez-Moreno et al. (2019) trabalharam com a elaboração de filmes e hidrogéis de 
quitosana para combater infecções superficiais de cirurgias de próteses totais de joelho, 
utilizando quitosana sozinha (2%) ou combinada com gelatina (6%), sem reticular e 
reticulando com Tetrakis (hydroxymethyl) phosphonium chloride (THPC) evidenciando uma 
liberação controlada do fármaco ciprofloxacino por aproximadamente 6 dias, quando 
reticulado, com 100 % de cobertura até 72 h após a cirurgia, evidenciando bioefetividade e 
não mostrando citotoxicidade. 

Ferreira et al. (2019) desenvolveram um gel a base de quitosana associado à 
clorexidina para o estudo da atividade antibacteriana e cicatrizante. A partir do teste 
antimicrobiano puderam constatar que realmente o gel é eficaz na ação contra a bactéria 
Staphylococcus aureus e com relação aos testes de ação cicatrizante puderam observar uma 
boa ação cicatrizante e de contração da ferida com a utilização do gel com 2% de clorexidina, 
quando comparado com os grupos de controle. 

George et al. (2020) ao formularem um hidrogel nano-híbrido funcionalizado 
utilizando quitosana conjugada com L-Histidina (HIS), nanopartículas de óxido de zinco fito- 
sintetizadas (ZNPs) e aldeído celulose (DAC) para liberação controlada dos fármacos 
polifenóis - naringenina (NRG), quercetina (QE) e curcumina (CUR), puderam observar, por 
exemplo, nas propriedades do estudo feito, uma liberação sustentada máxima do medicamento 
com tempo de saturação prolongado de 12 horas iniciais em condições ideais de carregamento 
e pH. Mostrando assim, a eficiência no sistema carreador hidrogel nano-híbrido 
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funcionalizado com quitosana conjugada com L-Histidina (HIS), (ZNPs) e (DAC) para 
liberação dos fármacos polifenóis - (NRG), (QE) e (CUR), como uma opção terapêutica 
promissora para a administração de medicamentos polifenóis para tratamento contra infecções 
microbianas e terapia contra câncer. 

Os pesquisadores Benltoufa et al. (2020) produziram um hidrogel à base de quitosana 
para ser aplicado como revestimento em tecido celulósico (algodão) com a finalidade de 
conferir sensibilidade ao pH e atividade antibacteriana. Neste trabalho, puderam observar 
resultados promissores ao constatarem o aumento da atividade antibacteriana, porém, 
dependente do tipo de bactéria e do processo de funcionalização feito no tecido de algodão. 

No trabalho de Jayaramudu et al. (2020) foram sintetizadas nanopartículas de cobre 
para serem incorporadas em hidrogéis na proporção 1:1 de quitosana e plurônico F127 para 
inibir o surgimento de bactérias Escherichia coli (gram-negativas) e Staphylococcus aureus 
(gram-positivas) em protótipos. Os autores puderam observar que os hidrogéis 
nanocompósitos de quitosana-plurônicolF127 de cobre apresentaram resultados eficazes 
quanto à atividade antimicrobiana, e com isto, potencial promissor para aplicação em 
tratamento de feridas. 

Na pesquisa de Ide e Farrag (2020) foi evidenciado o potencial da quitosana como 
carreador de fármaco e adjuvante aos antibióticos na guerra contra o aumento na prevalência 
de infecções hospitalares cada vez mais resistentes as drogas antibacterianas atuais. 

No estudo de Yousaf et al. (2020) foi evidenciado que biomateriais com a quitosana 
apresentam grande versatilidade e na bioengenharia apresenta uma demanda crescente pelas 
suas aplicações em combate a infecção, desenvolvimento de implantes, carreador de fármaco 
e engenharia de tecidos. As propriedades associadas incluem a não antigenicidade, não 
toxicidade e amenidade em termos de propriedades químicas e físicas. Portanto, não é 
nenhuma surpresa os promissores avanços na bioengenharia com o uso deste polímero. 

A pesquisa de Filipovié et al. (2020) mostrou que os implantes utilizados em cirurgia 
ortopédicas sempre foram meramente dispositivos mecânicos inertes, mas atualmente 
enfatizam-se modificações para melhorar a integração e para combater processos infeciosos 
relacionados principalmente com revestimentos capazes de entregar moléculas locais e 
mecanismos de impedir adesão bacteriana no ato cirúrgico ou pós operatório imediato e 
reduzir a resposta de corpo estranho ou infecção. Na revisão sistemática destes autores é 
reconhecido o potencial da quitosana com efeito bactericida, reforçando o uso da vancomicina 
como uma boa indicação em antibiótico tópico para prevenir infecção em prótese de joelho, 
além de enfatizar os hidrogéis como uma boa opção. 

Florea et al. (2020) apontaram que, estatisticamente, 2 milhões de pacientes foram 
diagnosticados com infecções hospitalares por implantes nos Estados Unidos, com custos 
altíssimos de tratamento. A Organização Mundial da Saúde (OMS) relata que 60% dos 
pacientes com infecções hospitalares no mundo, se deu após a colocação de um dispositivo 
médico. A grande maioria são bactérias Staphylococcus aureus e as próteses precisam ser 
modificadas para implementar superfícies bactericidas capazes de prevenir o biofilme 
bacteriano e consequentemente progressão da infecção. 

Perni et al. (2020) mencionaram que a crescente resistência antibiótica nas infecções 
em próteses requer uma nova abordagem e os revestimentos modificados ou carregadores de 
fármacos são fundamentais para prevenir a adesão e o crescimento bacteriano; além disto, os 
revestimentos também podem ser eficazes para ajustar o perfil de liberação do medicamento 
antimicrobiano. 

Os autores Osmani et al. (2021) demonstraram uma preocupação específica em relação 
a doenças como diabetes e infecções, pois mesmo com os avanços da medicina, necessitam de 
uma nova abordagem devido à alta comorbidade. E, os biomateriais, estão ganhando 
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popularidade pela sua natureza bioativa e biocompatível, efeitos antimicrobianos, 
imunomoduladores e angiogênico. Comercialmente existe o opticell com ácido hialurônico e 
quitosana, aerogel, focado para uso em feridas e valorizando a atividade hemostática e 
antimicrobiana. 

Kumar et al. (2021) realizaram uma revisão focada no revestimento de implantes para 
cirurgia ortopédica visando a maior durabilidade do material, biocompatibilidade e 
características anti-infeccioso para tentar impedir o biofilme. Os autores apresentaram 5 
revestimentos com o uso de quitosana, associados a prata, zinco e outras substâncias, com 
ensaios in vivo, os quais mostraram resultados de 90 a 98% de sucesso no combate ao S. 
aureus. 

Visto a grande relevância relacionada aos hidrogéis à base de quitosana e diante das 
publicações que foram encontradas no levantamento da literatura especializada, destaca-se 
que, não foram encontradas informações referentes à utilização do antibiótico vancomicina 
em sistema carreador/quitosana para aplicações voltadas para cirurgias de artroplastia total do 
joelho. Para o presente estudo, viu-se então, a oportunidade do desenvolvimento de um 
biomaterial inovador, com a formação de um sistema carreador, a base de hidrogel de 
quitosana reticulado quimicamente com a genipina, para imobilização do fármaco 
vancomicina na matriz, para ser aplicado em cirurgias de artroplastias total de joelho. 

Na finalidade de atualização, como principalmente de confirmar e salientar esta lacuna 
identificada na pesquisa, foi realizada uma nova busca no banco de dados sciencedirect, 
levando desta vez em consideração o conjunto de palavras-chaves antibacterial hydrogel, 
knee prosthesis, chitosan, genipin e vancomycin e o número de resultados encontrados na 
busca. Cada palavra-chave foi usada de forma sequencial, acrescentando-se uma após a outra, 
até finalmente ser possível identificar os números dos trabalhos quando foram cada uma, 
conjuntamente inseridas. Os resultados obtidos estão graficamente representados na Figura 9. 
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Figura 9. Ilustração gráfica do levantamento da quantidade de publicações encontradas durante a 
busca utilizando palavras-chaves sequenciadas e que são relacionadas ao tema abordado no capítulo 
(Autores, 2022). 


Contemplando o período de 1999 a 2023, pode-se observar que a busca resultou em 
13.236 trabalhos quando foi usado apenas o termo antibacterial hydrogel, indicando um 
considerável grau de interesse em torno do tema hidrogel antibacteriano, valendo destacar 
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que, passados apenas 3 meses completos do corrente ano de 2022, já encontram-se difundidos 
um número de 1.606 trabalhos, e, para 2023 já existe ocorrência de 3 trabalhos. No entanto, é 
importante salientar que, em sua totalidade são encontrados trabalhos não apenas voltados 
especificamente aos biomateriais, mas de outras diversas áreas científicas e tecnológicas. 

De forma geral, observa-se uma marcante redução no número de trabalhos difundidos 
quando o termo hidrogel antibacteriano foi somado aos demais usados na busca, 
particularmente em se tratando dos dois últimos, genipin e vancomycin, confirmando a lacuna 
na área, e, com isto, a relevante oportunidade do desenvolvimento de um biomaterial inédito, 
como o que está sendo apresentado neste capítulo. Ademais, quando genipina e vancomicina 
foram pesquisados conjuntamente com os demais termos, pode-se dizer que são relativamente 
novos em se tratando de sua relação aos biomateriais, especialmente hidrogel antibacteriano, 
próteses de joelho e quitosana, sendo encontrados resultados que foram difundidos somente a 
partir do ano de 2011, inclusive que, não estão ligados de forma direta quando investigados 
mais detalhadamente. 

Outrossim, de maneira sequencial foi possível verificar que, quando antibacterial 
hydrogel foi pesquisado junto a knee prosthesis (próteses de joelho), observa-se uma 
exacerbada redução de 98,45% no número de trabalhos encontrados para estes dois primeiros 
termos usados na busca. Quando acrescentado na busca a palavra-chave chitosan (quitosana), 
ocorreu uma redução de 99,05%. Quando acrescentado genipin (genipina) houve uma redução 
ainda mais expressiva, que chegou à marca de 99,91%. E, finalmente, quando acrescentado a 
quinta e última palavra-chave vancomycin (vancomicina), então observa-se uma redução de 
99,98% no número de publicações encontradas até o presente momento desta pesquisa 
numérica, realizada no banco de dados internacional. 

Logo, em face do panorama numérico obtido a partir dos termos que envolvem o tema 
da abordagem deste capítulo, como também diante de toda a contextualização apresentada, a 
expectativa é contribuir ao progresso da pesquisa nesta área, além de corroborar aos estudos 
recentemente difundidos, a exemplo do trabalho dos autores Kuehlin (2022) no qual foi 
relatado que a pesquisa de biomateriais e implantes artificiais como substitutos na 
reconstrução e regeneração, tornou-se o principal foco internacional para solucionar 
problemas clínicos como as lesões irreparáveis. 


3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Material 
Os materiais utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram os descritos a seguir. 


” Quitosana (QI) de baixa massa molecular, com grau de desacetilação aproximado de 
90%, fornecida pelo CERTBIO (Queiroz Antonino et al., 2017); 

” Quitosana (Q2) de baixo massa molecular, com grau de desacetilação aproximado de 

92,5%, adquirida da Sigma-Aldrich; 

Ácido lático com pureza superior a 98% (Sigma-Aldrich); 

Genipina (G) com pureza superior a 98% (Sigma-Aldrich); 

Cloridrato de vancomicina (V), pó liofilizado, Teuto 500 mg/frasco ampola; 

Água para injeção (Fresenius Kabi Brasil) pH entre 5 a 7; 

Tampão fosfato - salino (PBS) pH 7,4 a 0,1M. 
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3.2 Métodos 
3.2.1 Preparação dos hidrogéis 


A fase de preparação dos hidrogéis foi realizada em sala padronizada pela farmacopeia 
brasileira, a qual consiste num local onde a concentração de partículas em suspensão no ar 
pode ser controlada e onde outros parâmetros relevantes, como por exemplo, temperatura e 
umidade podem ser constantemente monitorizados e controlados. 

A produção foi realizada tomando como referência a metodologia descrita por Solé et 
al. (2017) em duas patentes, a saber, “Patent Translate” CN105920675 e CN105968388, 
como também baseada no trabalho de Mi et al. (2000) em que foi feito uso de uma solução de 
quitosana a 1,5% (m/v), sendo que 1,5 g de quitosana foram dissolvidas em 100 mL de 
solução de ácido lático a 1% (v/v). Posteriormente, quando da adição do fármaco 
vancomicina, seguiu-se metodologia proposta por Talebian et al. (2017). 

Durante todo o processo experimental foram utilizados pipetas, béqueres e agitadores 
magnéticos esterilizados em autoclave da marca Baumer, sendo as soluções mantidas por 15 
min a 127 ºC. A água utilizada foi padronizada seguindo a farmacopeia brasileira na sua 5º 
edição de 2010, logo, atendendo aos ensaios físico-químicos preconizados em relação a água 
purificada, além dos testes de contagem total de bactérias < 10 UFC/100 mL, esterilidade, 
particulados e de endotoxinas bacterianas, cujo valor máximo deve ser de 0,25 UI de 
endotoxina/mL (ANVISA, 2010). 

Inicialmente, em uma primeira etapa, para a produção dos hidrogéis, uma solução de 
quitosana foi preparada por meio da dissolução do polímero quitosana em ácido lático (1% 
v/v), e concentração final da solução polimérica (1,5% m/v), mantida sob agitação magnética 
a 840 rpm/1h, em chapa modelo Fisatom e sob temperatura de 25 “C por 30 min, fazendo uso 
de cúpula fechada para evitar contaminantes. Posteriormente, os hidrogéis foram preparados 
variando-se as quantidades das matérias-primas, conforme descrito na Tabela 1. 


Tabela 1. Composição das matérias-primas, procedimento e tempo utilizado na produção dos 
hidrogéis (Nepomuceno et al., 2022). 


Hidrogel Q1(g  Q2(g) G (g) V(g) Rº Tempo (h) 
HQ,G 1,5 , 0,5 : E 12 
HQ,G - 0,5 0,5 - . 12 

HQ,GV 1,5 E 0,1 2,0 R3 24 

H,Q,6V 1,5 E 0,1 LO R3 6 

H.Q,GV 1,5 E 0,1 LO R3 12 

H,Q,GV 1,5 E 0,08 0,5 RIR2R3 12 

HQ,GV L,5 : 0,06 1,0 R3 12 

HQ:GV 2,0 ; 0,01 10 R3 1 

H,Q,GV 2,0 E 0,008 LO R3 24 

H;Q,GV 1,5 E 0,06 LO R3 12 

H,Q>GV ; 1,5 0,06 LO R3 ig 

H,Q,6V E 1,5 0,04 LO R3 8 

H:Q,6V : 1,5 0,04 LO R3 8 

HQ,GV E L,5 0,03 R3 8 


*R — Procedimento de reticulação. 
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A reticulação da solução de quitosana com o agente genipina para a formação dos 
diferentes hidrogéis foram realizadas de 3 (três) formas distintas, que estão descritas a seguir. 


Y RI - O fármaco vancomicina foi inicialmente misturado com o agente reticulante em 2 
mL de água destilada e posteriormente adicionados aos 20 mL da solução de 
quitosana, sob agitação. 

Y” R2 - O fármaco vancomicina dissolvido em 1 mL de água destilada foi primeiro 
adicionado à 20 mL da solução base de quitosana, mantendo-se sob agitação por 4 
horas. Após este tempo, foi realizada a reticulação, em que ainda sob agitação, foi 
adicionado o agente reticulante genipina dissolvido em 1 mL de água destilada. 

” R3 - O agente reticulante foi adicionado primeiro a 20 mL da solução base de 
quitosana, mantendo-se sob agitação por 4 horas. Em seguida, foi realizada a adição 
do fármaco vancomicina dissolvido em 1 mL de água destilada. 


Ao término de cada processo de reticulação (R1, R2, R3), as misturas permaneceram 
sob agitação magnética de 840 rpm por 12 horas, sendo obtidos em cada processo de mistura, 
20 g do hidrogéis, cuja composição consistiu de 1,5% (m/m) de quitosana; 1% (m/m) de 
fármaco e 0,06% (m/m) de genipina. Todas as variações quanto às quantidades das matérias- 
primas estão resumidas na Tabela 1. Os hidrogéis foram armazenados sob refrigeração a 6 ºC. 

Os procedimentos metodológicos adotados na preparação dos hidrogéis estão 
ilustrados por meio do fluxograma representado na Figura 10. 


Figura 10. Fluxograma de preparação dos hidrogéis (Autores, 2021). 
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3.3 Caracterizações 


Todos as matérias-primas utilizadas foram peneiradas em malhas ABNT 325 (abertura 
0,074 mm) e em seguida submetida as caracterizações por Difração de Raios X, 
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier e Análise Termogravimétrica. 

Após a preparação dos hidrogéis e a determinação da melhor composição e 
procedimento na primeira fase de preparação, em termos de características de viscosidade e 
adesão observadas em seringa, procedeu-se então com os ensaios de caracterização por FTIR 
e viscosidade reológicas. 


1 Difração de Raios X (DRX) - As amostras em pó foram analisadas utilizando um 
difratômetro de raio X da BRUKER, modelo D2 Phaser (radiação Cu Ko), tensão de 
30 kV e 10 mA de corrente, varredura 5º< 20< 50º e o incremento de 0,016º. 

IN) Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) - Os espectros 
foram obtidos usando um espectrômetro modelo Vertex 70 da Bruker, com varredura 
entre 4000 e 400 cm”'. 

HI) Análise Termogravimétrica (TG) - As curvas TG foram obtidas em um sistema de 
análise térmica, marca SHIMADZU, modelo DTG-60H, em atmosfera de nitrogênio, 
vazão de 50 mL.min”!, razão de aquecimento de 10 “C.min”! e faixa de temperatura 
entre a ambiente até 800 “C e utilizando um cadinho de alumina. 


Viscosidade - O teste de viscosidade foi realizado em um Reômetro Haake Mars II 
(Karlshuhe, Alemanha) fabricado pela Thermo Scientific com tipo de geometria em placas 
paralelas com armadilha para solventes de diâmetro 60 mm, realizado na temperatura de 25 
Ce 35ºC. O ensaio oscilatório foi realizado com deformação de 0,1% na faixa de frequência 
de 0,1 a 100 Hz, para a determinação da viscosidade complexa em função da frequência. A 
viscosidade ideal foi determinada pela força necessária em que o hidrogel permitisse 
aplicação por meio de seringas de injeção e também permitisse os ensaios reológicos 
realizados para caracterizar o melhor produto (Figura 11). 


Figura 11. Ilustrações das capturas fotográficas: da seringa para testar fluidez do hidrogel (a) e do 
reômetro de placas (b) (Nepomuceno et al., 2022). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 


4.1 Caracterização das matérias-primas 


Os difratogramas de raios X das matérias-primas quitosana (Q1 e Q2), genipina (Gp) e 
do fármaco vancomicina (V) encontram-se na Figura 12. A partir dos difratogramas da 
quitosana (Figuras 12a e 12b) pode-se observar a presença de dois picos semicristalinos em 
20 = 10,7º, de aspecto largo. Em 260 = 20,6º, padrão PDF 00-068-1181 da quitosana, os picos 
encontrados são caracterizados por uma maior intensidade quando comparados aos anteriores 
observados, os quais apareceram menos intensos. De acordo com tais características, pode-se 
dizer que a quitosana é considerada um material semicristalino. 


6000 


HPDF 00-068-1181 
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Quitosana 


36000 


18000 


HPDF 00-008-0508 
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29(º) 


1900 


1520 


760 


14 


HPDF 00-047-1970 
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Figura 12. Difratograma de raios X: (a) quitosana CERTBIO (Q1), (b) quitosana comercial (Q2), (c) 
genipina (Gp) e (d) vancomicina (V) (Nepomuceno et al., 2022). 


188 


Capítulo 8 Hidrogel Antibacteriano para Aplicação em Prótese de Joelho 


Segundo os autores Saita et al. (2012), Huang et al. (2017), Bakshi et al. (2018) e Fan 
et al. (2018), a cristalinidade observada na quitosana é explicada pelo fato de sua estrutura 
molecular apresentar certa regularidade e também a presença dos grupos -NH, e OH que 
conferem fortes ligações de hidrogênio intermolecular e intramolecular, o que acaba 
acarretando mais estabilidade e ordenação na estrutura da cadeia polimérica, e como 
resultado, a presença de regiões cristalinas na estrutura molecular da quitosana. 

Na Figura 1I(c) encontra-se o difratograma de raios X do agente reticulante genipina. 
Pode-se observar picos mais agudos e intensos, representando assim uma maior cristalinidade 
(PDF 00-008-0508). Pouco é falado na literatura a respeito da caracterização estrutural da 
genipina por DRX, no entanto, estas mesmas características foram observadas por Zeng et al. 
(2015), que ao sintetizarem microesferas de fibroína de seda (SF) com quitosana (CS) 
utilizando diferentes concentrações do agente reticulante genipina, realizaram um estudo 
comparativo com microesferas de quitosana pura quanto à eficiência de encapsulação e taxa 
de libertação controlada, e com isto também analisaram as propriedades físicas e químicas das 
microesferas. 

Em relação ao difratograma de raios X da vancomicina (Figura 11d), pode-se observar 
uma banda em 20 = 15º a 30º e ausência de picos, indicando a característica amorfa do 
material (PDF 00-047-1970). O caráter amorfo da vancomicina também foi observado no 
difratograma de raios X apresentado no trabalho de Rahman et al. (2013), ao avaliarem a 
variabilidade do produto da formulação de dispersão solúvel de um antibiótico peptídico. 

Na Figura 13 encontram-se ilustrados os espectros de infravermelho das matérias- 
primas quitosana CERTBIO (Q1), quitosana comercial (Q2), genipina (Gp) e vancomicina 
(V). 
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Figura 13. Espectros de FTIR: (a) quitosana CERTBIO (Q1), (b) quitosana comercial (Q2), (c) 
genipina (Gp) e (d) vancomicina (V) (Nepomuceno et al., 2022). 

É possível observar no espectro referente à quitosana (Q) (Figura 13a), uma larga 
banda em torno de 3000 — 3600 cm! e com intensidade máxima em 3255 cm'', atribuída às 
vibrações de alongamento axial dos grupos OH que aparece sobreposta à banda de 
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alongamento dos grupos N-H, assim como as ligações de hidrogênio intermoleculares das 
cadeias do polissacarídeo. A banda em 1649 cm” está associada à vibração de alongamento 
do grupo carbonilo C=O dos grupos amida (amida I), presentes nas unidades acetiladas da 
quitosana. A banda de absorção em torno de 1581 cm”! é referente à sobreposição de duas 
vibrações, a saber, a vibração do grupo amida (designada por amida II) e a vibração de 
deformação da ligação N-H das aminas primárias presentes nas unidades desacetiladas. A 
banda em 1374 cm! é atribuía ao grupo CH3. A existência das bandas C=O e N-H 
conjuntamente indicam a presença de grupos amidas. E na faixa de 1122 — 512 cm”! 
possivelmente se trata de anéis pirosídicos (Nepomuceno et al., 2022). 

A banda em torno de 1150 cm”! é atribuída ao alongamento assimétrico do grupo C-O- 
C que é característico da estrutura de polissacarídeo (Lai et al., 2010; Dimida et al., 2017). 
Bandas em 1066 e 1028 cm! são referentes à vibração envolvendo alongamento C-O. Na 
faixa de 1384 — 1308 cm”! ocorre uma absorção que pode ser atribuída à deformação simétrica 
de C-H. As vibrações entre 1233 e 1000 em”! são atribuídas ao estiramento (C-O-) de álcoois. 
A absorção ocorrida 900 em”! está relacionada à presença de C-H. Em aproximadamente 1422 
em” pode ser detectado um sinal referente à absorção de alongamento simétrico de sais de 
ácido carboxílico. As bandas em torno de 2960 e 2876 cm”! são ocasionadas por vibrações de 
alongamento do grupo C-H (Demetgiil et al., 2018). 

No espectro de FTIR apresentado na Figura 12b referente à genipina (Gp) pode-se 
observar a banda de absorção a 1680 cm! que é atribuído à vibração de alongamento da 
ligação C=O nos grupos carboxílicos esterificados com o grupo metilo, enquanto a absorção a 
1619 cm”! está relacionada à vibração de alongamento do alceno da ciclo-olefina v(C=C) do 
núcleo da molécula de genipina. As absorções em 2343 e 1200 cm”! são atribuídas à 
deformação de alongamento CH; e vibração de alongamento do grupo C-N respectivamente. 
A banda de absorção em 1445 em”! corresponde à flexão da ligação CH3 e as absorções a 
1150 e 1104 cm! estão associadas à vibração de alongamento do grupo v(C-O) no éter cíclico 
da estrutura. A absorção em 2942 cm”! é atribuída ao alongamento do grupo C-H. Na faixa 
entre 3397 — 3211 cm”! é atribuído ao grupo C=C. A banda de absorção entre 997 e 925 cm! é 
atribuída ao modo de curvatura fora do plano do anel C-H, e a absorção em 1308 cm” está 
relacionada à flexão CH; (Nepomuceno et al., 2022). A absorção em 771 cm” está 
relacionada ao modo de curvatura do C-O-C fora do plano. 

A atribuição de bandas características observadas nos espectros de FTIR para a Gp, 
foram também observadas por Dimida et al. (2017) quando produziram scaffolds para 
regeneração e reparo ósseo de quitosana reticulada com diferentes concentrações de genipina 
para avaliação de propriedades físicas, químicas e biológicas, e, também, por Delgadillo- 
Armendariz et al. (2014) ao investigarem as características de absorção do fármaco 
glibenclamida no hidrogel quitosana/genipina. 

Por meio do espectro de FTIR da vancomicina (Figura 12c) pode-se observar as 
absorções ocorridas em 3270, 1649 e 1490 cm”! que estão relacionadas à presença dos grupos 
O-H, C=0, C=C, respectivamente. As bandas de absorção em 2936 e 1310 cm” são atribuídas 
à deformação axial do grupo C-H. A faixa de absorção entre 1420 — 1393 em”! está 
relacionada à deformação assimétrica de CHs. As bandas de absorção em 1228 e 1125 cm”! 
são atribuídas ao grupo CH; e OC,Hs-CO, respectivamente, enquanto a absorção em 1589 cm 
* está relacionada à vibração aromática C-C. As absorções ocorridas em 1014 e 718 cm”! estão 
relacionadas aos grupos O-H e R-NH; respectivamente. 

Estas bandas da vancomicina foram observadas também por Yao et al. (2013) ao 
desenvolver scaffolds pela técnica de replica utilizando Bioglassê (BG) 4585 revestido com 
policaprolactona e quitosana carreado com vancomicina para aplicação em engenharia de 
tecidos ósseos, e, ainda, por López-Iglesias et al. (2019) ao realizarem estudos avaliativos 
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sobre a capacidade do aerogel de quitosana carreado com vancomicina visando atuar como 
uma potencial formulação para tratar e prevenir infecções em feridas crônicas. 
As absorções e atribuições referentes as matérias-primas (QI), (Q2), (Gp) e (V) estão 


resumidas na Tabela 2. 


Tabela 2. Número de onda e bandas de absorção referente à (QI), (Q2), (Gp) e (v) (Nepomuceno et 
al., 2022). 


Matérias-primas 


(QD) e (Q2) 


Gp 


Número de onda (cm *) 


3600-3000 


2960 - 2876 
1649 
1581 

1384 - 1308 
1374 

1233 - 1000 
1150 

1122-512 
1066 
1018 
900 

3397 - 3211 
2942 
2343 
1680 
1619 
1445 
1308 
1200 
1150 
1104 

987 - 925 
Th 
3270 
2936 
1649 
1589 
1490 

1420-1393 
1310 
1228 
1125 
1014 
718 


Atribuição 
Vibração de alongamento OH e NH 
associados a aminas 
Alongamento C — H 
Vibração de alongamento C = O 
Flexão angular NH 
Deformação simétrica C — H 
CH; 
Alongamento de álcoois C — O 
Alongamento assimétrico C - O- € 
Anéis pirosídicos 
Alongamento C — O 
Alongamento C — O 
Cc-H 
C=C 
Alongamento do grupo C-H 
Deformação de alongamento CH; 
Vibração de alongamento C=O 
Alongamento v C-O 
Flexão CH; 
Flexão CH; 
Vibração de alongamento C-N 
Vibração de alongamento C-O 
Vibração de alongamento C-O 
Flexão fora do anel C-H 
Flexão fora do plano C-O-C 
O-H 
Deformação axial C-H 
C=O 
Vibração aromática C-C 
C=C 
Deformação assimétrica de CH; 
C-H 
CH; 
OC,Hs-CO 
O-H 
R-NH, 
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Na Figura 14 encontram-se os gráficos referentes a análise termogravimétrica 
TGA/DTGA das matérias-primas quitosana CERTBIO (Q1), quitosana 
genipina (Gp) e vancomicina (V). 
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Figura 14. Análises Termogravimétricas das matérias-primas (a) quitosana CERTBIO (QI), (b) 
quitosana comercial (Q2), (c) genipina (Gp) e (d) vancomicina (V). 


Pode-se observar nas curvas TG referentes à quitosana Q1 e Q2 que ambas as 
amostras apresentam dois eventos principais de decomposição. Na quitosana QI (Figura 14a) 
o primeiro evento de perda de massa ocorre na faixa de 30 a 152 ºC, apresentando uma perda 
de 13%, enquanto o segundo evento ocorre na faixa de 239 a 384 ºC, apresentando uma perda 
de massa de aproximadamente 50%. A quitosana Q2 (Figura 14b) apresentou o primeiro 
evento de perda de massa correspondente a 13% em uma faixa de 35 a 123 ºC, e o segundo 
evento na faixa de 226 e 390 “C, com perda de massa de cerca de 53%. O primeiro evento de 
perda de massa presente em ambas as quitosanas (Q1 e Q2) é atribuído à evaporação da água 
(Kumari et al., 2010) e o segundo evento também presente em QI e Q2 pode estar relacionado 
à decomposição atribuída à desidratação complexa dos anéis de sacarídeos, despolimerização 
e decomposição pirolítica da estrutura do polissacarídeo (Paulino et al., 2006; Klein et al., 
2016; Liang et al., 2019). 

É possível observar que os valores e as características das TGs encontrados para Q1 e 
Q2 não apresentam diferenças significativas, sendo que tais observações foram também 
reportadas por Kumari et al. (2010) ao prepararem scafjolds de quitosana reticulados com a 
genipina pelo método de secagem com dióxido de carbono supercrítico, para estudo da 
atividade físico-química e biológica destas estruturas com aplicações em engenharia de 
tecidos, e, também por Liang et al. (2019) ao produzirem um filme a base de quitosana com 
plaquetas de montmorilonita (MM) baseados na estrutura em camadas do nácar. Felfel et al. 
(2019) também relataram estes eventos ao produzirem scafjolds 3D a partir de misturas de 
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quitosana-agarose (Ch-Agrs) para investigação da correlação entre propriedades de 
características estruturais e mecânicas. 

Na análise termogravimétrica referente à genipina (Figura 14c) pode-se observar a 
ocorrência de um evento principal de decomposição relacionado à desidratação (Flores et al., 
2019) que ocorre em uma faixa de 152 a 272 “C com 44% de perda de massa. Estas 
características termogravimétricas também foram obtidas e observadas pelos autores Meena et 
al. (2007) ao prepararem um hidrogel de kappa-carragenina com utilização do agente 
reticulador genipina e por Zhao et al. (2013) ao utilizarem a técnica de precipitação com o 
anti-solvente n-hexano para produção de pó micromizado de genipina. 

Na curva termogravimétrica da vancomicina (Figura 14d) pode-se observar a 
ocorrência de três eventos em diferentes aquecimentos e com distintas perdas de massas, o 
que também foi observado por Ghaffar et al. (2019) ao sintetizarem estruturas orgânicas 
metálicas (MOFs) revestidas com quitosana para atuar como sistema carreador do antibiótico 
vancomicina e potencializar sua ação no tratamento contra cepas resistentes de 
Staphylococcus aureus. O primeiro evento ocorre em uma faixa de 37 a 151 “C com 14% de 
perda de massa, em seguida o segundo ocorre em uma faixa que vai de 176 a 314 “C com uma 
perda de massa de 19%, e, por fim, o terceiro evento que ocorre em uma faixa de 317 a 480 
ºC com uma perda de massa de 34%. 


4.2 Caracterização dos hidrogéis 


Na Figura 15 encontra-se ilustrada as capturas fotográficas dos hidrogéis de quitosana 
(QI e Q2) reticulado com a genipina e com o fármaco vancomicina. Pode-se observar nesta 
caracterização reológica, distintos aspectos obtidos para as diferentes formulações dos 
hidrogéis. 


H,Q2GV 


Figura 15. Hidrogéis preparados na fase experimental (Nepomuceno et al., 2022). 
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Nota-se um aspecto homogêneo e difuso, em que macroscopicamente não é possível 
identificar as fases presentes, colorações mais escuras que correspondem às primeiras 
formulações dos hidrogéis produzidos proveniente de uma maior quantidade de genipina, o 
que gera características físicas de viscosidade não adequadas para o uso em seringas, pois 
eram quebradiços (ver Tabela 3). No decorrer das formulações dos hidrogéis, uma coloração 
mais clara e menor viscosidade foram obtidas. Ressalta-se que, durante toda a produção dos 
hidrogéis tomou-se a devida atenção quanto ao ambiente que necessitava estar fechado e 
refrigerado para permanecer com as suas características preservadas e com chances de 
aplicação na cirurgia ortopédica. 

Na Tabela 3 estão apresentadas as descrições dos hidrogéis obtidos, como ainda as 
suas características físicas e pH. Observa-se que o hidrogel que apresentou o melhor resultado 
foi o HsQIGV, cujo pH foi de 5,7 após 8 h de agitação a 840 RPM e 27 ºC, pois apresentou-se 
homogêneo e com a sua viscosidade e adesão ideais para serem utilizados em próteses, sendo 
realizada avaliação com auxílio de uma seringa. 


Tabela 3. Características físicas e pH dos hidrogéis obtidos (Nepomuceno et al., 2022). 


Hidrogel pH Característica 
HQIG 3,6 - 
HQ2G 4,2 - 

H,QIGV 3,8 Quebradiço 

H,QIGV 4,5 Quebradiço 

H;QIGV 4,7 Quebradiço 

H,Q1IGV - Quebradiço 

HsQIGV 5,9 Uniforme 

HsQIGV - Fragmentado 

HQIGV 5,6 Inconsistente 

HsQIGV 5,0 Inconsistente 

H,;Q26V 5;4 Pouco Inconsistente 

H,Q26V 5,4 Fragmentado 

H;02GV 5,7 Fragmentado 

HQ26V 5,7 Inconsistente 


As colorações mais escuras observadas (Figura 15) para os hidrogéis (H1, H2, H3, H4 
e H6) pode ser explicada pelo fato da maior quantidade utilizada do agente reticulante 
genipina e ao maior tempo de agitação magnética, o que ocasionou hidrogéis com menor 
elasticidade e de características quebradiços (Tabela 3), consequentemente tornando-os com 
características físicas impróprias para o uso em seringas. Em relação aos hidrogéis H5, H7 e 
H8 foi possível observar que apresentam um aspecto bem diferente dos mencionados 
anteriormente, uma cor em tom azul claro (Figura 15). Esta característica foi alcançada devido 
ao fato de ter sido usada uma menor quantidade de genipina para a sua reticulação, o que 
consequentemente induziu a otimização de variáveis como a fluidez dos hidrogéis, 
característica física esta que possibilita chances de possível aplicação com o uso de seringas 
em cirurgias ortopédicas e que se conservado em ambiente fechado e refrigerado permanece 
com as suas características preservadas. 

De acordo com as características de viscosidade e adesão observadas em seringa para 
todos os hidrogéis obtidos, foram selecionados aqueles que apresentaram as melhores 
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composições e ainda os respectivos procedimentos de preparação para avaliar as 
características químicas (por FTIR) e reológicas (por medida de viscosidade). 

Na Figura 16 encontram-se os espectros de infravermelho dos hidrogéis obtidos com a 
quitosana do CERTBIO, sem e com o fármaco (HQIG) (HsQIGV) e com a utilização da 
quitosana comercial (HQ26) (H,;Q2GV) sem e com o fármaco. 
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Figura 16. Espectros de FTIR dos hidrogéis: (a) HQ1G, (b) H5QIGV, (c) HQ2G e (d) HIQ2GV (Nepomuceno 
et al., 2022). 


É possível observar nos espectros de FTIR das amostras HQIG (Figura 16a) e HQ2G 
(Figura 16c) resultantes das interações e/ou reações ocorridas entre a quitosana e o agente 
reticulante genipina, indicando alterações importantes como crescimento e desvios das bandas 
correspondentes à vibração de alongamento do grupo carbonil C=O dos grupos amidas (amida 
D), presentes nas unidades acetiladas da quitosana em 1649 cm! que passou para 1634 em!. A 
absorção em 1634 cm”! atribuída ao alongamento do anel C=O comprova que o grupo 
carbonil da genipina reagiu com o grupo amina primária da quitosana para formar uma amida 
secundária. Esta constatação é suportada na literatura difundida por Mi et al., 2000; Dimida et 
al., 2015; e Dimida et al., 2017. 

A intensidade da banda de absorção em torno de 3600 — 3000 cm”! para os grupos 
amina da quitosana é aumentada no espectro do hidrogel. Na faixa de absorção entre 3600 — 
300 em”! ocorre o surgimento de uma banda atribuída ao grupo O-H. As bandas de absorção 
em torno de 2343 e 1581 cm! são referentes à deformação de alongamento CH; e 
sobreposição das vibrações do grupo amida (designada por amida II), respectivamente, e a 
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vibração de deformação da ligação N-H das aminas primárias presentes nas unidades 
desacetiladas da quitosana não aparece no espectro do (HQIG e HQ26). 

Tais observações foram também relatadas por Dimida et al. (2015) quando 
sintetizaram um hidrogel a base de quitosana reticulada com a genipina para estudo da 
cinética de reação em diferentes condições térmicas e diferentes concentrações do agente 
reticulante, sem utilização de outros solventes para a sua dissolução, e, com isto, também 
avaliaram características relacionadas à estrutura. Mi et al. (2000) também reportaram estas 
bandas quando sintetizaram uma nova rede baseada em quitosana reticulada como agente 
genipina para investigarem o mecanismo de reação que ocorre no processo de formação da 
rede reticulada entre ambos. 

Com relação ao espectro de FTIR do hidrogel quitosana/genipina/vancomicina 
(Hs5QIGV e H;/Q2GV) (Figura 16b e 16d, respectivamente) pode-se observar que houve 
crescimento da banda de absorção em 1649 cm! e um desvio observado referente à mesma 
banda de 1634 cm”! para 1649 cm”! correspondente à vibração de alongamento do grupo 
carbonilo C=O dos grupos amida (amida 1), presentes nas unidades acetiladas da quitosana. A 
absorção em 1634 cm” relacionada ao alongamento do anel C=O sugere que o grupo 
carbonila presente na estrutura da genipina reagiu com o grupo amina primária da quitosana 
para formar uma amida secundária, característica tal que corrobora com a literatura (Dimida 
et al., 2017; López-Iglesias et al., 2019). 

As bandas de absorção em torno de 1581 e 1589 cm! referentes à vibração de 
deformação da ligação N-H das aminas primárias presentes nas unidades desacetiladas da 
quitosana e à vibração aromática do grupo C-C presente na vancomicina, não aparecem nos 
espectros dos hidrogéis HsQIGV e H;Q2GV, indicando possivelmente que ocorreu uma 
reação entre os grupos N-H e C-C da quitosana e vancomicina, respectivamente. As principais 
bandas da vancomicina O-H, C=0, C=C, C-O e C-C que possuem comprimento de onda em 
3270, 1649, 1490, 1233 e 1589 em'', respectivamente, não foram observadas nos espectros 
das amostras HQIG e HQ26G, devido à sobreposição com as bandas da quitosana. 

A absorção em 2343 cm”! atribuída à deformação de alongamento CH; observada no 
espectro da genipina também pode ser observado nos hidrogéis quitosana/genipina, porém, 
quanto aos hidrogéis quitosana/genipina/vancomicina (HsQIGV e H;Q2GV), esta absorção 
em 2343 cm”! presente no espectro da genipina não foi mais observada, o que possivelmente 
pode estar associado a uma reação ocorrida entre o grupo CH; da genipina com algum grupo 
da vancomicina. 

Em conformidade com os autores Dhawade et al. (2012) e Ordikhani et al. (2014) a 
água forma uma ligação de hidrogênio intermolecular com a quitosana através dos grupos 
amina e hidroxila, o que pode vir a causar deslocamentos de picos. A ligação de hidrogênio 
entre a quitosana e o glicopeptídeo vancomicina causa apenas uma leve mudança na posição 
do pico. Portanto, sugere-se que não ocorreram interações químicas importantes entre a matriz 
e a droga, o que levaria a uma mudança estrutural nos constituintes. O alongamento 
hidroxílico foi mais pronunciado no hidrogel, o que pode estar associado às pontes de 
hidrogênio presentes, tanto na quitosana quanto na vancomicina (Yao et al., 2013). 

Todas as absorções e atribuições referentes aos hidrogéis HQIG, HQ26, HsQIGV e 
H,Q2GV estão descritas resumidamente na Tabela 4. 

Os resultados dos testes de viscosidade em seringa e testes reológicos realizados para 
o hidrogel HsQIGV estão ilustrados na Figura 17, sendo que foi obtida uma excelente fluidez. 
Em relação aos testes reológicos, constatou-se que o hidrogel HsQIGV apresentou um 
comportamento pseudoplástico. São substâncias que, em repouso, apresentam suas moléculas 
em um estado desordenado e quando submetidas a uma tensão de cisalhamento, suas 
moléculas tendem a se orientar na direção da força aplicada. E, quanto maior esta força, maior 
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será a ordenação, logo, consequentemente, menor será a viscosidade aparente. Este 
comportamento pode ser confirmado pela redução da viscosidade aparente (Figura 17c) com o 


aumento da taxa de deformação (Figura 17b) e da viscosidade complexa (Figura 17d) em 
função da frequência de oscilação aplicada. 


Tabela 4. Número de onda e bandas de absorção referente aos hidrogéis obtidos. 


Hidrogéis Número de onda (cm *) Atribuição 
3600 - 3000 Aumento intensidade O-H 
HQIG e HQ2G 2343 CH; 
1634 Alongamento C=O 
3600 - 3000 Aumento intensidade O-H 
Bots eos 1634 Alongamento C=O 


% 100 200 30 400 50 60 700 800 90 100 
ti(us) 


n/(mPas) 
In'l/ (mPas) 


Figura 17. Reologia do hidrogel H5QI1GV: (a) fluidez na seringa, (b) curva de fluxo (c) viscosidade aparente e 
(d) viscosidade complexa (Nepomuceno et al., 2022). 


Es 


Capítulo 8 Hidrogel Antibacteriano para Aplicação em Prótese de Joelho 


5. CONCLUSÕES 


Com base nos espectros de FTIR obtidos, foi possível observar que os hidrogéis 
apresentaram bandas características dos materiais estudados e interação da molécula de 
genipina com os grupamentos hidroxila e amina da quitosana. Os difratogramas de DRX 
confirmaram a formação das fases semicristalinas da quitosana, a cristalinidade da genipina, 
sendo que a incorporação do reticulante na solução de quitosana possibilitou a redução da 
cristalinidade do hidrogel. A vancomicina mostrou-se com característica amorfa. Mediante os 
resultados obtidos nas análises termogravimétricas, foi possível observar comportamentos 
térmicos característicos dos materiais estudados, com o surgimento de eventos que são 
característicos de alterações mássicas do material diante exposição à temperatura. Assim, o 
conjunto dos resultados obtidos indica que os hidrogéis a base de quitosana/genipina 
apresentam características promissoras como sistema carreador do fármaco vancomicina, 
porém, é necessário proceder com testes microbiológicos para avaliar a liberação do fármaco 
eficaz para ser utilizado medicinalmente. O hidrogel que apresentou o melhor resultado foi o 
HsQIGV desenvolvido com pH 5,7, que por sua vez apresentou-se homogêneo e com a sua 
viscosidade e adesão adequadas para ser aplicado por meio de seringas em cirurgia de prótese 
de joelho, sendo estas características promissoras para utilização como sistema carreador do 
fármaco vancomicina. 
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RESUMO: Há muitos anos o cimento ósseo tem sido objeto de pesquisa, visto que o homem 
busca alternativas para reparos ou substituição óssea. A nanotecnologia tem contribuído 
bastante na área biomédica, dentre estas, as nanopartículas magnéticas (NPM*s) vêm sendo 
amplamente estudadas. Neste capítulo está apresentada a proposta de obtenção e 
caracterização de compósitos híbridos a base da HAp e NPM's, associadas ao 
tetraetilortosilicato (TEOS) e ao agente silano tipo 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTS), 
incorporados em aditivos poliméricos, visando desenvolver um cimento ósseo com fluidez e 
tempo de endurecimento adequado para se difundir através do parafuso e na interface osso- 
parafuso em vertebras, produzindo desta forma uma boa adesão (fixação) do parafuso ao osso. 
As NPM's de Fes304 foram sintetizadas por reação de combustão em micro-ondas, logo após 
modificada a superfície com agentes sililantes, e, a HAp sintetizada por precipitação. Em 
seguida foram preparados compósitos utilizando diferentes proporções mássicas de 
Fe304,(DSiO>:HAp. Os compósitos foram adicionados a um hidrogel, para se obter um 
cimento/hidrogel fluido viscoso, o qual foi submetido à análise de viscosidade, densidade e 
tempo de pega. O material foi submetido as análises de DRX, FTIR, distribuição 
granulométrica, tempo de pega e simulação in vitro. Foi possível observar dados 
característicos de cada material constituinte. Obteve-se com sucesso o cimento ósseo com 
propriedades de atração magnética, sendo um material promissor para uso em implantes 
biomédicos. 


Palavras-chave: Cimento ósseo, hidroxiapatita, nanopartículas magnéticas. 
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1. INTRODUÇÃO 


Durante muitos anos o homem tem estudado diversas alternativas para o reparo ou 
substituição de tecidos ósseos no corpo humano. Encontram-se estudos de cerca de 600 a.C. 
relatando a utilização de conchas marítimas na substituição de dentes na Civilização Maia 
(Fedak et al., 2010; Moreno et al., 2020; Ratner e Zhang, 2020). Em meados do século XVII, 
Fallopius implantou uma placa de ouro para restaurar um defeito craniano e, a partir daí, tem- 
se usado os implantes para a substituição de partes danificadas do sistema ósseo (Oladapo et 
al., 2021). 

O uso da nanotecnologia é um avanço tecnológico promissor dentro das alternativas 
para correção de defeitos ósseos, pois trata em termos gerais, do desenvolvimento, da 
obtenção e da caracterização de sistemas em tamanho nanométrico (Wang et al., 2018; Sahu et 
al., 2021). É considerada atualmente como um dos maiores avanços na área do conhecimento 
e é uma das principais atividades de pesquisa e desenvolvimento em diversos países (Sahu et 
al., 2021). As aplicações da nanotecnologia em várias áreas, especificamente na área de saúde, 
estão se tornando cada vez mais comuns, como ainda o processo de substituição de 
medicamentos tradicionais, por exemplo, por medicamentos com comportamento magnético 
(He et al., 2020) que vem sendo largamente difundido. 

Assim, as nanopartículas magnéticas têm sido alvo de extensivas pesquisas em muitos 
aspectos, também intensivas investigações estimuladas por potenciais aplicações em 
diferentes campos tecnológicos, particularmente em biomedicina e bioengenharia, em 
tratamentos por magnetohipertemia, carregamento de droga magneticamente assistido, 
purificação biomacromolecular, biossensores e melhoria na qualidade das imagens por 
ressonância magnética nuclear (Bian et al., 2021; Sorescu et al., 2021). 

Levando em consideração as aplicações in vivo, é importante envolver as 
nanopartículas com uma camada de um agente de acoplamento, o qual previne a agregação e 
a sedimentação das nanopartículas magnéticas (NPMº's), além de permitir a funcionalização 
para aplicações específicas e a redução à toxidez, quando houver. O mais interessante 
revestimento inorgânico, levando em conta seu custo relativamente baixo e a sua grande 
disponibilidade, são os agentes sililantes (fonte de sílica). Na superfície de nanopartículas 
magnéticas, a sílica tende a favorecer a dispersão das partículas em meio líquido, tornar a 
superfície quimicamente funcional, reduzir a toxidez, além de tornar as nanopartículas mais 
estáveis em relação à oxidação (Bian et al., 2021; Sorescu et al., 2021). A sílica apresenta em 
sua superfície grupos silanóis (SiH;3OH) que podem se ligar covalentemente com ligantes 
específicos de interesse para determinadas aplicações biomédicas. Estes materiais podem ser 
guiados ou localizados em um alvo específico por campos magnéticos externos (Ece, 2021). 

A busca por um material que possa ser utilizado para a reparação do tecido ósseo tem 
sido o desafio de diversos pesquisadores e cirurgiões que buscam uma rápida reconstrução 
dos defeitos ósseos (Collon et al., 2021; Fu et al., 2021). A hidroxiapatita ou cimento de 
fosfato de cálcio (CFC) tem sido bastante utilizado, e, por sinal, demonstra ótimos resultados. 
Os CFC'*s são reabsorvidos devido a atividade osteoclástica, formando ao mesmo tempo novo 
tecido ósseo na interface osso-implante. Desta forma, os CFCºs não atuam como substitutos 
permanentes do osso apenas temporário, sendo lentamente substituídos por tecido ósseo de 
nova formação. Este comportamento típico tem sido denominado osteotransdutividade (Zhang 
et al., 2021). 

A necessidade de osteotransdução no cimento se faz necessário devido problemas 
patológicas como a própria osteoporose, a qual é uma doença que causa a diminuição da 
densidade do osso, ou seja, o osso torna-se mais poroso e mais fraco (Fernandez et al., 2020). 
Quando há indicação, é feito um dos procedimentos minimamente invasivos — a 
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vertebroplastia e a cifoplastia — envolvem a injeção de um cimento híbrido para estabilizar a 
vértebra comprimida (Alvi et al., 2020). 

O híbrido da hidroxiapatita com as NPMºs revestidas, tem chamado a atenção da 
biomedicina, devido a sua atoxidade e nanoestrutura que possibilita uma forte atração por um 
imã externo. Dentre estes materiais, cita-se a ação das nanopartículas de magnetita (Fe304) e 
ferrita de cobalto (CoFe,04) que podem desencadear a obtenção de sistemas carreadores que 
possam ser injetados via intravenosa endovenosa ou mesmo enxertadas in situ, podendo ser 
direcionados para vários locais do corpo por aplicação de um imã (Collon et al., 2021; Ece, 
2021; Fu et al., 2021). 

Com base nesta contextualização, o trabalho para este capítulo teve como objetivo 
produzir cimentos ósseos híbridos a partir de nanopartículas de magnetita (Fe304) e 
hidroxiapatita, que tenham características de bioativos, biocompatíveis e magnéticos para 
aumentar a adesão na interface osso-parafuso em implantes biomédicos. Para tanto, foi 
sintetizado nanopartículas magnéticas (NPMºs) do tipo espinélio magnético (Fe304) por 
reação de combustão e também sintetizado hidroxiapatita (HAp) pelo método de precipitação, 
na finalidade de posteriormente obter os híbridos Fe;O,(WSiO, a partir da modificação da 
superfície das NPMºs com o tetraetiloortosilicato (TEOS) e o 3-aminopropiltrietoxissilano 
(APTS), de forma a se produzir os cimentos Fes04,(DS10,:HAp. 


2. REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 Cimentos Ósseos 


Com intuito de não deixar de oferecer o tratamento mais adequado para instabilidades 
à pacientes osteoporóticos, tem sido utilizado a adição de cimentos ósseos, e assim tornando 
possível a fixação de parafusos no interior do corpo. O uso de cimento para reforçar a 
interface entre as roscas do parafuso e os seus arredores ósseos tem provado ser uma solução 
de sucesso, se bem que controverso, pois proporciona uma maior estabilidade do parafuso no 
osso de qualidade comprometida (Chen et al., 2021). 


2.1.1 Tipos de Cimentos Ósseos 


2.1.1.1 Polimetilmetacrilato (PMMA) 


Muito possivelmente, o cimento mais utilizado, que é o PMMA, é também o mais 
debatido por seu extenso uso na prática clínica (Choma et al., 2012; Santos et al., 2021). 
Apesar de sua estrutura não ser radiopaca, esta dificuldade menor pode ser corrigida pela 
adição de pequenas quantidades de sulfato de bário à mistura, o tornando visível em qualquer 
RX. Mais grave, no entanto, é a polimerização do PMMA através de uma reação exotérmica. 
Por conseguinte, uma vez que se solidifica no corpo, o cimento vai aumentar a sua 
temperatura de cerca de 40 “C para 110 “C (Berman et al., 1984; Oliveira Filho et al., 2019), 
sendo que estudos relatam uma temperatura tão elevada como 113 ºC, bem dentro da faixa 
para permitir necrose térmica aos osteoblastos circundantes e ao tecido neural, como a medula 
espinhal (Belkoff e Molloy, 2003). 

Além disso, a sua injeção no corpo vertebral durante a sua fase líquida representa 
muito real potencial de fugas, aumentando ainda mais o risco de lesão neural (Paré et al., 
2011; Tavakoli et al., 2020). Sua incapacidade de degradação sob condições biológicas impõe 
ainda ameaças, uma vez que o PMMA permanecerá na vértebra como um corpo estranho 
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permanente. Portanto se, por algum motivo qualquer a remoção do parafuso pedicular seja 
desejada, a cirurgia, potencialmente, danificará de forma drástica e desnecessária o osso 
implantado. Além disso, enquanto o PMMA pode ser um material biocompatível, o 
monómero metilo de metacrilato (MMA) é, de fato, conhecido por ser tóxico. Acredita-se que 
a exposição a longo prazo ao PMMA pode resultar em que o MMA seja absorvido para a 
corrente sanguínea, resultando em problemas cardíacos, tais como eventos embólicos e 
hipotensão (Bohl et al., 2019). 

Apesar destas preocupações, o benefício que o PMMA fornece na estabilidade em 
pacientes com osteoporose, supera, em muito, os potenciais riscos de seu uso, acredita-se. 
Além de seu baixo custo e alta disponibilidade, o PMMA proporciona resistência mecânica, 
como poucos outros cimentos ósseos (Liu et al., 2013; Liu et al., 2016; Wang et al., 2019). 


2.1.1.2 Fosfato de Cálcio (CaP) 


Existem opções alternativas de cimento ósseo para uso no corpo implantado, isto 
quando o PMMA é considerado demasiadamente perigoso. Um cimento, em especial, que tem 
ganhado popularidade recentemente, é o fosfato de cálcio (CaP) (Robo, Ohman-Mãgi e 
Persson, 2021; Tian et al., 2021; Wagner et al., 2021). Ao contrário do PMMA, CaP é um 
material biodegradável, consequentemente, após a cirurgia ser realizada e fusão por parafuso 
acontecer, o cimento gradualmente degrada. Além disso, a CaP endurece através de uma 
reação de hidratação, resultando em uma resposta endotérmica (temperatura corporal). 
Portanto, não há calor produzindo neste cimento, e, portanto, nenhum risco de necrose térmica 
para o tecido circundante. No entanto, ainda há possibilidade de fugas quando da inserção, tal 
como o PMMA, podendo causar danos na medula espinhal (Coniglio et al., 2021; Kim et al., 
2021). 

Uma desvantagem do cimento CaP é a menor força de tração alcançada, quando 
comparada ao obtido por PMMA. Faccio (2021) relatou que a força de arranchamento do 
parafuso pedicular canulado é de 198 %, quando recebe o cimento este foi comparado com o 
arrancamento de um parafuso não cimentado padrão, em espécimes osteoporóticas. Os 
autores Robo, Ohman-Mãgi e Persson (2021) verificaram que para cada milímetro de CaP 
adicionado ao parafuso incluso na estrutura óssea, a força de arranchamento será de cerca de 
23 N, ou seja, um parafuso de pedicular com mais de 15 milímetros do comprimento rodeado 
por CaP terá sua força de arranchamento aumentada em cerca de 345 N. 

Tal como referido, uma importante desvantagem sobre o PMMA, ao escolhê-lo, é o 
fato de que a CaP irá gradualmente degradar, quando o novo osso esponjoso tomar o seu 
lugar. 


2.1.1.3 Outros Cimentos Biocompatíveis 


Um novo e rapidamente degradável cimento composto de fosfato de cálcio e sulfato de 
cálcio foi testado por Gao et al. (2011). Este estudo mostrou que a utilização de 2 mL do 
cimento num parafuso pedicular padrão em osso osteoporótico foi suficiente para aumentar a 
resistência ao arranchamento em 12,6 %. Embora, não tenha sido considerado como 
estatisticamente significativo, foi suficiente para produzir resultados comparáveis ao de 
parafusos não cimentados em vértebras ligeiramente mais densas do que as osteoporóticas. No 
entanto, o cimento fez pouco para melhorar a fixação em espécime severamente 
osteoporóticas. Parafusos com o cimento a base de cálcio produziram forças de 
arranchamento apenas 6,2 % maiores do que suas contrapartes não aumentadas e 38,4 % 
menos do que um parafuso não aumentado no osso com osteoporose moderada. 
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Outro material biocompatível usado para aumentar a força de arranchamento do 
parafuso pedicular é a hidroxiapatita (HAp). Similar aos cimentos de cálcio, a HAp é capaz de 
promover a integração óssea entre o osso e o parafuso. Hasegawa et al. (2005) realizaram 
ensaios mecânicos após o sacrifício de cães osteoporóticos, que tiveram parafusos 
implantados com e sem HAp por dez dias. Em comparação aos parafusos não revestidos, a 
HAp aumentou a força de arranchamento do parafuso em 60,6 %. Após a inspeção dos 
parafusos, observou-se que houve significativamente maior crescimento ósseo entre as roscas 
do parafuso no grupo teste comparado ao grupo controle. 

Semelhante ao CaP, um cimento bioativo formado por estrôncio e nanopartículas de 
hidroxiapatita (Sr-HAp), que mantém uma baixa temperatura de polimerização enquanto 
promove a formação de osso ao longo do tempo, foi avaliado por Hickerson et al. (2013). 
Infelizmente, este estudo mostrou que, sob carregamento cíclico, o PMMA foi superior ao 
cimento Sr-HAp através da produção de forças de arranchamento quase 50 % maiores. Um 
pouco promissor, no entanto, observou-se que após a inserção do parafuso, o Sr-HAp cobriu 
79 % do comprimento do parafuso, enquanto PMMA cobriu apenas 43 %. Isto deve-se 
provavelmente ao fato de que possuir certa fluidez não líquida e sua inserção pode chegar a 
lugares ainda neste estado, o que dificilmente ocorre com o PMMA. 

Triglicerídeos de cálcio (CaTG) é um cimento ósseo com propriedades adesivas 
osteocondutoras (Fedak et al., 2010). CaTG compreende pó de carbonato de cálcio e 2 óleos 
naturais que, após a mistura, são submetidos a polimerização normotérmica, enquanto a 
viscosidade aumenta progressivamente (nas fases injetável, adesiva, moldável e rígida) o 
dióxido de carbono lançados nas reações de polimerização inicial, que formam poros que 
produzem expansão volumétrica, uma propriedade única quando comparada com técnicas de 
preparação de PMMA. Embora aumente a preocupação sobre a extrusão de cimento, acredita- 
se que possa beneficiar a fixação do parafuso (Hickerson et al., 2013). Os autores Hickerson 
et al. (2013) concluíram que, embora o PMMA aumentou em 25 % as forças de arrancamento 
em relação aos parafusos pediculares não cimentados, o CaTG foi superior, conseguindo um 
aumento de 89 % da mesma força. 

Desde modo, o desenvolvimento de um novo cimento ósseo a base de HAp com 
adição de NPMºs e que apresente fluidez e endurecimento rápido, de forma que possa 
apresentar magnetismo, biocompatibilidade, bioadesão e bioosteocondução e que possa se 
movimentar pela ação de um imã para pontos específicos em um determinado meio biológico, 
é sem via de dúvidas um bioproduto extremamente promissor e de interesse de vários 
pesquisadores. 


2.2. Cimentos de Fosfato de Cálcio 


No início dos anos 80, pesquisadores descobriram que se misturando alguns fosfatos 
de cálcio com solução aquosas, tinha-se uma pasta viscosa, que, por sua vez, quando 
implantada endurecida dentro do organismo, forma hidroxiapatita deficiente em cálcio 
(Ca(HPO4)(P04).5H50) ou brushita (CaHPO,4.2H,0, DCPD), materiais extremamente 
biocompatíveis, que quando implantados são reabsorvidos pelo organismo, dando origem a 
um novo tecido ósseo. Assim, os cimentos ósseos de fosfatos de cálcio apresentam alta 
osteocondutividade, facilidade de moldagem e fácil manipulação, fazendo com que estes 
materiais tenham um alto potencial para aplicações em ortopedia na correção de defeitos 
ósseos que não recebem altos carregamentos (Garcias, 2021). 

O termo cimento de fosfato de cálcio (CFC) foi introduzido por Davies et al. (1984). 
Segundo estes autores, um cimento desse topo pode ser preparado misturando-se um sal de 
fosfato de cálcio com uma solução aquosa para que se forme uma pasta que possa reagir em 
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temperatura ambiente ou corporal, dando lugar a um precipitado que contenha um ou mais 
fosfato de cálcio e ocorrendo a cura pelo intercruzamento dos cristais deste precipitado. De 
acordo com Ginebra et al. (1997), existem sete diferentes tipos de cimentos de fosfato de 
cálcio (fosfato monocálcico mono-hidratado (MCPM), mono-hidrogênio fosfato de cálcio 
dihidratado (DCPD) — Brushite, fosfato octacálcico (OCP), fosfato tricálcico, hidroxiapatita 
deficiente em cálcio (CDHA), hidroxiapatita (HA ou HAp) e fosfatos de cálcio amorfos 
(ACP)), em função da possibilidade de precipitação dos compostos de fosfato de cálcio pelo 
sistema ternário de Ca(0OH),-H;PO,-H,0. 

Existem alguns requisitos de interesse clínico que o cimento ósseo deve cumprir, 
destacando-se a pega e endurecimento in vivo em tempo satisfatório, resistência mecânica 
apropriada durante o período requerido, pH neutro (6,5 — 8,5) durante e após a pega para 
evitar os efeitos citotóxicos, fácil manipulação, ausência de toxidade, perfeita adesão ao 
tecido ósseo e ausência de características alergênicas e cancerígenas (Lemaitre e Dufailly, 
1987; Ginebra et al., 1997). Estes cimentos comportam-se in vivo sendo absorvido devido a 
atividade osteoclástica, formando ao mesmo tempo novo tecido ósseo na interface osso- 
implante (Driessens et al., 1998). Os CFCs não atuam como substitutos permanentes do osso, 
apenas temporários, sendo lentamente substituídos por tecido ósseo de nova formação. 

Este comportamento típico tem sido denominado de osteotransdutividade. A 
velocidade em que este fenômeno ocorre depende do tipo de CFC, do sítio de implantação e 
da idade do indivíduo receptor, entre outros fatores (Driessens et al., 1998). Os cimentos de 
fosfato de cálcio têm demonstrado na maioria dos experimentos, propriedades de 
biocompatibilidade, crescimento ósseo direto sobre a cerâmica e osteocondução dependente 
da porosidade e, ainda, a ocorrência de absorção lenta desde biomaterial quando comparado 
ao enxerto ósseo (Moreno et al., 2020; Safronova et al., 2020; Yadav et al., 2020). 

A desvantagem dos cimentos conhecidos de fostato de cálcio é sua baixa resistência 
mecânica, que no melhor dos casos consegue alcançar à do osso trabecular, que varia entre 2 a 
12 Mpa (Hench, 1999). Composições mais resistentes de CFC encontrariam aplicações em 
ortopedia e neurocirurgia, como alternativa para a consolidação de fraturas múltiplas de ossos 
longos, fixação de próteses articulares cimentadas e substituição de discos invertebrais e 
corpos vertebrais. 


2.3. Biomateriais Cerâmicos 


As cerâmicas podem ser tanto sintéticas quanto naturais e possuem diversas vantagens 
como biomateriais para utilização em substituição ao tecido ósseo. Dentre as vantagens pode- 
se destacar que são: estruturalmente semelhantes ao componente inorgânico do osso, são 
biocompatíveis, osteocondutivas e, principalmente, não possuem proteínas em sua 
composição, o que proporciona ausência de resposta imunológica (Silva et al, 2021), 
diminuindo o risco de rejeição pelo organismo (Chen et al., 2021; Davaie et al., 2021; Zhang 
et al., 2021) além de possuírem um alto tempo de degradação in vivo, permitindo a 
remodelação óssea no sítio do implante. 

Suas limitações estão relacionadas à sua baixa rigidez estrutural, de forma que não 
podem ser utilizadas em regiões de grande esforço mecânico, e à sua natureza porosa, o que 
aumenta o risco de fraturas (Davaie et al., 2021; He et al., 2021). Estão amplamente indicadas 
na ortopedia e odontologia no reparo de defeitos ósseos, manutenção do rebordo alveolar e 
como implantes ortopédicos e dentários (He et al., 2021). 

As principais cerâmicas disponíveis comercialmente que são utilizadas para reparação 
e substituição do tecido ósseo são: os fosfatos de cálcio, como a hidroxiapatita 
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(Car(PO4)s(OH)) e o P-tricálciofosfato (Cas(P04)>), além da alumina (ALO:) e a zircônia 
(Zr0>) (Hermann-MuiÃoz et al., 2020; Davaie et al., 2021; He et al., 2021). 

Entre os fosfatos de cálcio (CaPs) de razão molar (Ca/P = 0,5 — 2,0), o mais adequado 
para aplicação biomédica e de modo particular ortopédica, é a hidroxiapatita estequiométrica 
(HAp) de razão molar (Ca/P = 1,67), devido a semelhança com a apatita, principal elemento 
no nosso osso natural (Araújo et al., 2018). 

Assim, estudos buscam determinar as condições de síntese da hidroxiapatita pura, 
dentre os quais incluem métodos secos que resultam em pós muito finos e homogêneos, 
porém, estes métodos geralmente não permitem a obtenção de materiais com composição 
estequiométrica bem definida, além de possui difícil controle das condições de síntese (Jouda 
e Essa, 2021; Roohani et al., 2021; Yuan et al., 2022). Então, a escolha do método de síntese é 
importante para garantir a obtenção de hidroxiapatita economicamente desejável, monofásica, 
nanocristalina e de morfologia regular (Araújo et al., 2018). 


2.3.1 Hidroxiapatita 


A hidroxiapatita (HAp) é um fosfato de cálcio hidratado, componente majoritário 
(cerca de 95 %) da fase mineral dos ossos e dentes humanos e a sua fórmula química é 
representada por Caro(PO4)s(OH)> (Yuan et al., 2022), sendo este material utilizado pelos 
vertebrados para compor o esqueleto devido a capacidade de atuar como reserva de cálcio e 
fosforo. Além disso, as apatitas são representadas geralmente pela fórmula Mio: (BO X>, 
onde: M = Ca”, sr”, Ba”', Pb”, Cd”, Mg”, Fe”, Re”, Na', K”, sendo que: BO = PO4, 
AsO4 VOy E SO, SiO4”, eX=F,CI,OH, Br, o”. Apresentam-se dispersas na natureza 
como constituintes principais de rochas ígneas e metamórficas, em grandes depósitos e em 
vários locais do mundo. Sua forma predominante é a apatita de cálcio - Caio (PO4) Xo. 
Substituindo-se os ânions X por OH' tem-se a hidroxiapatita (Solonenko et al., 2020; Roohani 
et al., 2021). 

A presença de 2 (duas) unidades de fórmula na célula unitária da HAp, de fórmula 
química dupla utilizada (Caj(PO4)s(OH) Vs. Cas(PO4)3(OH), justifica a existência de 2 
(dois) polimorfos de HAp que são conhecidos: a forma monoclínica, que ocorre no grupo 
espaço monoclínico P21/b, e o hexagonal, grupo espacial P63/m (Ramesh et al., 2021). A 
forma monoclínica é facilmente desestabilizada pela presença de quantidades muito pequenas 
de impurezas. A razão pela qual a forma hexagonal é geralmente encontrada em apatitas 
biológicas. Além disso, a forma monoclínica é transformada em hexagonal a temperaturas 
acima de 250 “C (Dorrepaal et al., 2018). Na Figura 1 está apresentada a vista em perspectiva 
ao longo do eixo c do ambiente do local onde estão os íons OH”. 

Segundo Jouda e Essa (2021) que estudaram a obtenção e caracterização da HAp e 
suas principais aplicações, as hidroxiapatitas co-substituídas com carbonato de sódio 
altamente carbonatadas podem ser obtidas usando uma simples temperatura ambiente, reação 
de precipitação aquosa com reagentes de partida improváveis de representar riscos ambientais 
significativos. O aumento do tratamento térmico em CO; seco de 300 para 600 ºC, antes do 
ponto de decomposição dessas composições, mostrou uma tendência para um aumento na 
distribuição de carbonato no sítio B principal, à custa de uma diminuição no sítio A principal, 
embora no geral o conteúdo total de carbonato tenha aumentado com o aumento da 
temperatura. Mudanças no parâmetro de rede com o aumento do teor de carbonato 
dominaram, com uma diminuição acentuada no parâmetro com aumento da adição de 
carbonato de sódio, e um aumento quando as amostras foram posteriormente aquecidas em 
CO» seco (Roohani et al., 2021). 
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Esta estrutura "aberta" e flexível explica a grande variedade de materiais catiônicos e 
aniônicos que a HAp pode hospedar. Em particular, as distâncias mais curtas e seu estrito 
alinhamento em colunas entre os átomos Ca (I) o torna mais adequado para cátions menores. 
Por outro lado, as distâncias entre os cátions Ca (IN) são relativamente grandes e os átomos de 
Ca (II) em camadas consecutivas são escalonados, de modo que, este local pode acomodar 
cátions maiores (Dorrepaal et al., 2018). 


Figura 1. (a) Projeção da célula unitária da HAp de acordo com o plano (001), (b) projeção mostrando 
a disposição dos octaedros [Ca(1)Os] na estrutura da HAp, (c) projeção mostrando a sequência 
octaédrica [Ca(1)O6] e tetraédrica [PQ,] na estrutura HAp e (d) projeção mostrando a sequência do 
octaédrico [Ca(1)Os] e [Ca(2)06] e tetraédrico [PO,] na estrutura HAp (Oliveira et al., 2016; Almeida, 
2017; Leme, 2019). 


Assim sendo, a estrutura da HAp é capaz de incorporar outros íons substituindo pelos 
cátions Ca'? bem como, pelos ânions OH” e PO,” sem grande distorção da estrutura (Jouda e 
Essa, 2021) Em particular, a HAp deficiente de Ca'? pode ser parcialmente substituída 
metabolicamente por: Na”, Mg ?, Sr?, K' e alguns oligoelementos importantes, como Pb, 
Ba?, Zn?, Fe? e PO4”. Os grupos são substituídos parcialmente por COs”?, (carbonato - 
apatita, dahlite), enquanto OH” pode ser substituído por COs?, CI e em especial F no esmalte 
do dente e a dentina. Esta variabilidade de composição da HAp é a responsável por suas 
propriedades de alta biocompatibilidade e osteocondutividade (Jouda e Essa, 2021; Panda et 
al., 2021). 

Devido a capacidade de incorporar vários materiais a partir da HAp, pode-se obter 
novos materiais, os quais apresentam potenciais aplicações nas áreas de odontologia e 
patologias ósseas (Wang et al., 2019; Antoniac et al., 2021; Jariya et al., 2021). A HAp é, 
portanto, dentre as fases do fosfato de cálcio, a mais atrativa para aplicações biomédicas, isto 
se deve à sua excelente biocompatibilidade, bioatividade, não toxicidade, biodegradação 
lenta, boa estabilidade mecânica e grande capacidade de absorção (Choi et al., 2021; Jouda e 
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Essa, 2021; Mansour et al., 2021; Panda et al., 2021; Roohani et al., 2021; Rostami et al., 
2021). 


2.3.2 Nanopartículas Magnéticas 


As nanopartículas magnéticas (NPMºs) têm sido alvo de extensivas e em muitos 
aspectos, também intensivas investigações estimuladas por suas potenciais aplicações em 
diferentes campos tecnológicos, particularmente em biomedicina e bioengenharia; em 
tratamentos por magnetohipertermia, carregamento de droga magneticamente assistido, 
purificação biomacromolecular, biossensores e melhoria na qualidade das imagens por 
ressonância magnética nuclear (Ackun-Farmmer et al., 2021; Agrawal et al., 2021; Campos et 
al., 2021; Diba et al., 2021). 

Dependendo da composição química, da estrutura cristalina e do tamanho das 
partículas, estas NPMº's podem exibir comportamento ferromagnético, ferrimagnético, 
paramagnético, diamagnético ou superparamagnético (Ortiz-Quifionez et al., 2021; Ota et al., 
2021; Vasilakaki et al., 2021). 

Ferromagnetismo é uma característica típica dos metais que apresentam alinhamento 
espontâneo dos seus dipolos magnéticos quando na ausência de campo magnético, podendo se 
manter orientado ao ser retirado o campo. Acima da temperatura de Curie (TC) que é a 
temperatura na qual a magnetização espontânea desaparece (Parveen et al., 2021), esse 
alinhamento é destruído e o material se comporta como um material paramagnético. 

Paramagnetismo, por sua vez, é uma forma fraca de magnetismo e surge em materiais 
que possuem momentos magnéticos intrínsecos que não interagem entre si (Mallesh et al., 
2020). 

O diamagnetismo é uma forma muito fraca de magnetismo, que só persiste enquanto 
um campo magnético externo estiver aplicado. Na ausência do campo externo, os átomos de 
um material diamagnético têm momento nulo (Padilha, 1997). O antiferromagnetismo surge 
devido aos átomos possuírem momentos de dipolo permanentes adjacentes que integram entre 
si causando alinhamento antiparalelo, o que só desaparece na temperatura de Néel (Pessoa, 
2009). 

O ferrimagnetismo é resultante de um alinhamento espontâneo entre spins 
antiparalelos que não se cancelam, resultando em uma forte magnetização permanente 
(Callister e Rethwisch, 2012) e é uma característica típica das cerâmicas ternárias contendo 
em torno de 70 % em peso do óxido de ferro, na forma estrutural da hematita (a-Fe,03) 
(Ratner e Zhang, 2020) e os 30 % restantes são de outros óxidos compostos de metais de 
transição divalentes (por exemplo CuO, NiO, ZnO, MnO e BaO) ou metais terras raras 
trivalentes (por exemplo Y503) (Costa e Kiminami, 2012). As NPMºs de magnetita (Fe304) 
também fazem parte das espécies de materiais ferrimagnéticos utilizados para aplicações 
biotecnológicas e biomédicas (Yuan et al., 2022). 

Amiri e Shokrollahi (2013) reportaram que, materiais com valores de coercividade 
maior que 104 A/m, são considerados magnéticos duro, apresentando magnetização 
permanente, não sendo, portanto, facilmente desmagnetizados (imã permanente) (Handley Jr e 
Murray, 1942). Materiais com valores de coercividade menor que 500 A/m (6,28 Oe) são 
considerados “moles”, como por exemplo, a magnetita (FeFe,04) (Bruckmann et al., 2021). 

Quando estes óxidos ternários exibem tamanho de partículas muito pequenos 
(aproximadamente 10-20 nm para alguns materiais), estas se assemelham a um monodomínio 
magnético e ocorre o fenômeno de magnetização espontânea em toda a partícula, a qual 
desmagnetiza espontaneamente por consequência de flutuações térmicas, apresentando assim, 
uma coercividade e indução remanente zero (Hc = O e Mr = 0). Esta denominação 
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“superparamagnetismo” é dada pelo fato destes sistemas apresentarem propriedades análogas 
aos paramagnéticos, porém, com momento magnético muito maior (Handley Jr e Murray, 
1942; Mallesh et al., 2020; Bian et al., 2021). 

Estas propriedades superparamagnéticas, são importantes em aplicações biológicas, 
especialmente quando é necessário para se evitar possíveis embolizações dos vasos capilares. 
Porém, para as NPMºs que apresentarem superparamagnetismo, a aglomeração entre elas deve 
ser mínima, o que é extremamente difícil, pelo fato de as partículas possuírem tamanho 
manométrico, estas apresentam alta energia de superfície, o que causa uma forte atração entre 
as partículas coloidais, devido às forças de Van der Waals (Sahmani et al., 2020; Perecin, 
2021; Sorescu et al., 2021). 


2.5. Magnetita 


A magnetita (Fes04) é o óxido de ferro mais abundante em rochas ígneas, 
metamórficas e sedimentares, sendo rara a sua ocorrência na forma pura, a qual possui 
magnetização de saturação teórica (MS) de 100 JT'kg! a 20 ºC. Suas propriedades 
magnéticas e elétricas são funções não apenas de seus raios iônicos e da valência, mas 
também, das propriedades químicas, morfológicas e estequiométricas. Apresenta uma 
estrutura de espinélio inverso (Figura 2) similar aos espinélios inversos de estrutura AB>04 
que apresentam uma célula cúbica com os íons O? coordenados tanto a íons Fe?” e Fe”, nos 
interstícios octaédricos, quanto a íons Fe”! em interstícios tetraédricos. A Fes0,4 difere dos 
outros óxidos por possuir em sua estrutura ferro bivalente e trivalente. Em sua célula unitária, 
a magnetita apresenta 8 íons Fe*” localizados no sítio tetraédrico (ou sítio A) e no sítio 
octaédrico (ou sítio B) 8 íons Fe" e 8 íons Fe”! (Agrawal et al., 2021; Perecin, 2021). 


Figura 2. Célula unitária de Fe;O, indicando ligações iônicas: Sítios tetraédrico (A) e octaédrico (B), 
dos quais a magnetita possui 8 A e 16 B ocupados por íons metálicos na sua célula unitária 
(Komarneni et al., 2012). 


Quanto ao seu comportamento magnético, a Fes04, é um tipo de ferrita mole, 
considerados magnetos não permanentes ou de alta permeabilidade, ou seja, materiais que são 
facilmente magnetizados e desmagnetizados. O O valor de coercividade para estas ferritas 
ocorre para campos baixos, Hc < 10º A/m (Ewaldson e O'handley, 1942). 


Es 


Capítulo 9 Cimento Osseo de Magnetita(vS10,:Hidroxiapatita para Uso em 


Implantes Biomédicos 


As NPMºs de Fe3O, são utilizadas em aplicações biotecnológicas e biomédicas devido 
à baixa toxicidade, estabilidade química e natureza não carcinogênica (Yuan et al., 2022), 
sendo utilizada em aplicações tais como: biosseparação (Rodriguez et al., 2021), hipertermia 
(Agrawal et al., 2021), ferrofluidos (Rivera Pedraza et al., 2021), carreador e transporte de 
fármacos, agente de contraste em ressonância magnética, radioterapia, transportador para as 
macromoléculas oligonucleotídeas e enzimas. A FesO, também tem sido utilizada em 
processos ambientais tais como o tratamento de águas residuais (Huo et al., 2021). 

Assim, levando em consideração a sua importância na área biotecnológica, foi 
realizado e apresentado em seguida um breve relato sobre algumas pesquisas mais relevantes 
nessa área, nos últimos anos. 

Huang et al. (2015) estudaram NPM's de Fe30, estabilizadas com polissorbato (tween) 
e NPMºs de Fes0, revestidas com ouro foram sintetizadas usando a reação de fase de solução 
de alta temperatura de acetilacetato de ferro (TIN), Fe? , com 1,2-hexadecanodiol e álcoois de 
cadeia longa. A análise FT-IR confirmou a presença dos surfactantes nas NPM's, enquanto o 
tamanho e a forma das NPMºs foram determinados por MET. O revestimento das NPM's foi 
confirmado por espectrometria UV-Vis e DRX. A análise térmica indicou maior estabilidade 
para as NPMºs de Fes04(DAu estabilizadas com tween 20 e tween 60, do que para as NPM's 
sem ouro. Em seus resultados foi observado que aumentando a temperatura para 200 “C e 
refluindo por 2 horas, partículas uniformes podem ser produzidas com menos esforço. As 
NPM's de Fes0, iniciais aparecem marrons em solução, formando um precipitado preto com 
a adição de FtOH. Após o revestimento das partículas com ouro, a solução torna-se vermelha 
brilhante. 

Peng et al. (2016) estudaram nanomateriais mesoporosos com estrutura corel-shell 
como carregadores de fármacos devido as características únicas e promissoras. Foi observado 
que os nanomateriais mesoporosos, Fe3O4(0mZnO (m era a abreviatura de mesoporoso) 
NPMºs estruturadas com núcleo e concha magnéticas, apresentaram propriedades responsivas 
ao calor de micro-ondas e alta área de superfície específica (93 m?g") e um alto valor de 
saturação de magnetização (40,3 emug!) para carregamento e direcionamento de drogas. 
Foram sintetizadas por um método simples de precipitação homogênea sem molde. As NPMºs 
não só têm o grande tamanho de poro acessível (6,7 nm) para a adsorção física de moléculas 
de drogas, mas mostraram propriedades magnéticas fortes e exclusivas de micro-ondas para 
calor, o que pode levar ao desenvolvimento de NPM's com grande potencial para aplicações 
no direcionamento de drogas, quimioterapia e terapia combinada de micro-ondas e tratamento 
de água. 

Mortazavi-Derazkola et al. (2017) estudaram a síntese verde de nanocompósito 
magnético de Fe304/S105/HA para entrega de atenolol e estudo de toxicidade in vivo. Foi 
observado que nanocompósitos magneticamente Fe304/S1i0>/hidroxiapatita (Fe304/S105/HA) 
foram sintetizados e modificados com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) usando frutose 
como agente de cobertura verde. O efeito de diferentes agentes de cobertura (como frutose e 
glicose) e temperatura de calcinação foram investigados para atingir a condição ideal. Os 
nanocompósitos preparados têm sido usados como portadores controlados pelo atenolol 
devido às suas vantagens, como alto tamanho de poro (13,37 nm) e grande área de superfície 
(55,88 m2g). A liberação da droga foi estudada no trato gastrointestinal (intestino e 
estômago) em ambiente de pH semelhante. Os resultados mostram que 100 % e 15,6 % do 
atenolol impregnado pode ser liberado do Fe304/S105/HA funcionalizado com APTES após 
30 h em pH = 6,8 e pH 1,2, respectivamente. Além disso, o experimento histopatológico 
mostra que anormalidades no fígado, baço e rim foram observadas após 48 horas de estudo. 

Yan et al. (2018) sintetizaram nanoestruturas de Fes304 conjugada com o fármaco 
anticancerígeno doxorrubicina (PN) revestida com quitosana. Por meio dos resultados 
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obtidos, os autores observaram a formação de nanoestruturas esféricas com tamanho de 
partícula média final de cerca de 50 nm. A análise de magnetômetro de amostra vibrante 
(VSM), mostrou que o valor de saturação da magnetização (Ms) foi de 6 emu/g. O 
comportamento de liberação do fármaco a partir das NPM's foi investigado tanto em soluções 
ácidas como em soluções neutras tamponadas e os valores obtidos foram de 5,3 e 7,4, 
respectivamente. Quando o fator avaliado foi o pH, foram analisados o pH de 5,3 e 7,4 
durante 7 dias. Os resultados obtidos sugeriram que a liberação foi aumentada duas vezes a 
um pH 5,3 em comparação com pH 7,4 durante 7 dias. Os resultados mostraram que as 
NPMºs reagiram com êxito para o campo magnético externo e pH. Os autores concluíram, 
portanto, que esta metodologia pode ser usada para melhorar a eficácia terapêutica dos 
fármacos anticancerígenos. 

Hu et al. (2018) fabricaram um compósito magnético sensível ao pH, pela 
copolimerização de enxerto de ácido crotônico (CA) e N- (hidroximetil) acrilamida (HMAA) 
em presença de NPMºs de Fes04,(DSiO, para distribuição de doxorrubicina (DOX). A 
incorporação de NPM's de Fe304(0SiO, na rede de hidrogel salecan-g-poli (CA-co-HMAA) 
dotou o material de propriedades magnéticas. Além disso, o DOX não apenas se ligou 
efetivamente ao hidrogel composto, mas também foi liberado de maneira controlada e 
dependente do pH. A aplicação de um campo magnético externo pode aumentar 
significativamente a taxa de liberação do medicamento. Mais importante, o DOX liberado 
preservou sua biodisponibilidade. 

Chellappa e Vijayalakshmi (2019) observaram que NPMºs magnéticas de óxido de 
ferro encontram limitações como insolubilidade, agregação, alta reatividade e biodegradação 
em meio biológico. Para melhorar as propriedades magnéticas com várias limitações, a 
funcionalização ou encapsulamento dentro da casca por meio de revestimento de superfície 
foram avaliadas pelos autores. A funcionalização ou recobrimento por sílica tem maior e mais 
facilidade a realização pela técnica sol-gel. Os resultados revelaram a formação de intensidade 
de pico bem resolvida com microestruturas atraentes e distribuição de tamanho de partícula 
com melhores valores de resistência à compressão. Com base nestas observações, os autores 
consideraram que NPMºs magnéticas de óxido de ferro/núcleo de sílica são considerados um 
biomaterial interessante para aplicações ortopédicas. 

Ferreira-Ermita et al. (2020) analisaram a biocompatibilidade in vivo de compostos de 
HAp sintéticas associadas a NPMºs de FesO4 para um sistema de liberação de drogas no 
tratamento, visando seu uso subsequente para tratamento e regeneração óssea em casos de 
osteomielite. No estudo, os autores utilizaram coelhos brancos da Nova Zelândia para o 
estudo de biocompatibilidade, no qual quatro amostras do mesmo composto foram 
implantadas cirurgicamente em cada coelho, entre a fáscia e o tecido muscular. Após 15, 30, 
60 e 90 dias, foram realizadas biópsias de uma amostra de cada animal, compreendendo os 
implantes e tecidos adjacentes. Os compostos analisados são biocompatíveis e 
biodegradáveis, com um tempo de absorção de mais de 90 dias. Além disto, de acordo com os 
resultados obtidos por MEV, apresentam uma superfície microtopográfica complexa e 
características estruturais e morfológicas necessárias à sua utilização como implantes ósseos. 
Em três compostos, a análise de EDS mostrou proporções relativas homogêneas de Ca:Fe em 
toda a sua superfície, e nos outros três, as razões Ca:Fe não se mostraram homogêneas em 
pontos diferentes do mesmo composto. Com base nos resultados obtidos, indica-se a posterior 
utilização desses materiais para avaliação da regeneração óssea em casos de infecção. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Materiais 


A metodologia adotada para realização do trabalho para este capítulo foi descrita em 
etapas, visando um melhor entendimento. A primeira etapa consistiu na obtenção e 
caracterização das nanopartículas magnéticas (NPM*s) de Fes04, e CoFe,04, além da 
biocerâmica hidroxiapatita (HAp). A segunda etapa consistiu na obtenção dos cimentos 
híbridos NPM'ºs(DS1O,:HAp. 

Os materiais utilizados nesta pesquisa foram: 


* Nitrato de ferro nonohidratado — Fe(NOs)3:3H50, PA 98,0 %; 

e Glicina CGHSNO», PA 98,5 %; 

* 3-aminopropiltrimetoxisilano [H5N(CH5)3Si(OCHs)3], PA 97,0 %; 

* Tetraetilortosilicato [Si(OC,H5)], PA 99,99 %; 

* Álcool etílico absoluto, PA 99,5 % e Solução amônia a 1 M, PA 99,9 %; 

« Ácido fosfórico (H;PO,) e Hidróxido de cálcio (Ca(OH))): 

* Polímero aniônico carboximetilcelulose (-RO-0-O0-RO-)n, onde R=CH>CO,H; 
* Glicerina [Cs5Hs(OH)3], P.A. e Etilenoglicol, P.A. 


3.2 Metodologia 
3.2.1 Preparação das Nanopartículas Magnéticas 


A obtenção das NPMºs foi realizada usando a técnica de reação por combustão, 
baseada nos conceitos da química dos propelentes e explosivos, de modo a favorecer a relação 
estequiométrica oxidante/combustível (Jain et al., 1981; Dantas, Leal e Costa, 2021). 

Para a produção das NPM'ºs de Fe304 foi utilizado um reator de micro-ondas modelo 
RMW-3 da INOVETECH como fonte de aquecimento para a reação. A síntese foi conduzida 
sob atmosfera inerte de N, com fluxo constante de 900 mL/s, tempo de gás de arraste (purga) 
de 5 min e o tempo de exposição de 2 min. Após a síntese, os produtos das reações (flocos 
porosos) foram desaglomerados em peneira ABNT 325 (abertura 45 um) e submetidos às 
caracterizações. 

O tempo de gás de arraste (purga) foi de 5 min e o tempo de permanência do produto 
dentro do equipamento após a reação explosiva foi 5 min. Na Figura 3(a) estão ilustrados o 
cadinho e a mistura dos precursores utilizados na síntese da Fe304 e na Figura 3(b) um 
esquema detalhado do reator de micro-ondas. 


Figura 3. Cadinho de sílica vítrea (a), esquema detalhado do reator de micro-ondas (b) (Araújo et al., 


2018). 
Es 
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3.2.2 Preparação da Hidroxiapatita 


Na síntese da HAp foi seguida a metodologia proposta por Saeri et al. (2003); Teixeira 
(2013) e Araújo et al. (2018), mediante o método de precipitação, usando a relação de 
fósforo/cálcio = 1,67. Inicialmente foram preparadas soluções de hidróxido de cálcio 
[Ca(OH)] e de ácido fosfórico (H3P04) a 2 M. A solução de hidróxido de cálcio foi 
submetida à agitação constante por 30 minutos em um misturador/aquecedor IKAQRH basic 
KT/C, até atingir a temperatura de 80 ºC. Em seguida a esta mistura, foi adicionado, gota a 
gota, uma solução de HsPO, sob agitação. A solução permaneceu em estufa a uma temperatura 
de 110 “C por 24 horas. Após secagem, o material foi levado a calcinação a uma temperatura 
de 900 ºC, a uma taxa de aquecimento de 2 “C/min. O produto resultante foi peneirado em 
malha ABNT 100 mesh (150 um) e caracterizado. Na Figura 4 está demonstrado o esquema 
de obtenção da HAp, por reação de combustão. 


Solução contendo 100 Solução contendo 96,16 
mL de H,O adicionados 


Foram pipetados 60 
mL da solução de 


7,4g de Ca(0H), a 6,84 mL de H;PO, H,PO, na solução de 
Ca(0H), 


E - = 
E = 
EEE EE 110 SC por 
Agitação à 80 ºC ao em torno ga 
durante 30 min de 50 min 


mLágua deionizada e 


Almofariz ágata, 
peneirado em malha 
ABNT 100 mesh 


Calcinado à 900 ºC por 120 min 


Figura 4. Fluxograma da obtenção da HAp de laboratório e HAp calcinada (Araújo et al., 2018). 


3.2.3 Preparação do Híbrido (NPM"s(DSiO») 


Para a obtenção das NPMºs híbridas, inicialmente foi preparado um fluído magnético 
de NPM's e etanol, sob agitação ultrassônica. O revestimento com TEOS (tetraetilortosilicato) 
e APTS (3-aminopropil) trimetoxisilano foi baseado na metodologia proposta por Stôber et al. 
(1968) e Araújo et al. (2018) como descritos a seguir: em um balão de três bocas de fundo 
redondo foram adicionados TEOS e o fluído magnético. Posteriormente foram adicionados 
etanol e água deionizada e gotejando-se gota a gota uma solução de amônia. A mistura 
permaneceu sob agitação mecânica no agitador FISATOM modelo 713, a temperatura 
ambiente. 

As NPM'ºs após decantadas foram separadas externamente por um ímã, sendo em 
seguida lavadas com etanol e água deionizada, por três vezes sequencialmente. 
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Posteriormente, foram levadas a centrifugação e secas em estufa numa temperatura controlada 
de 110 ºC. Após esta etapa, foi adicionado o APTS ao híbrido NPMºs(VTEOS e novamente 
agitada mecanicamente, seguido de lavagem com etanol e água deionizada, obtendo-se assim, 
as NPM's híbridas NPM's(mSiO». 

Para a obtenção das NPM'ºs híbridas, inicialmente foi preparado uma solução 
magnética com 2,5 g das NPM's em estudo, diluídas em 100 mL de etanol, sob agitação 
ultrassônica por 30 min. O revestimento com TEOS (tetraetil orto silicato) e APTS (3- 
Aminopropiltrietoxisilano) foi baseada na metodologia proposta por Stôber et al. (1968) e 
Sadighian et al. (2014), com as modificações descritas a seguir. 

Em um balão de três bocas, de fundo redondo de 500 mL, foram adicionados 3 mL de 
TEOS à 6 mL do fluído magnético (corresponde a 55,70 % de TEOS). A esta mistura (fluido 
magnético e TEOS) foram adicionadas 160 mL de etanol, 40 mL de água deionizada e 
gotejando-se gota a gota uma solução de amônia a 1 M, para ajuste do pH em 11. A mistura 
permaneceu durante 12 horas em uma placa de agitação magnética da marca Fisatom modelo 
713, em temperatura ambiente para incorporação do TEOS as NPMºs. 

Após o tempo de 12 horas descrito na etapa anterior, as NPM's foram separadas 
externamente por um imã para facilitar sua decantação, sendo então descartada a fase líquida. 
As NPM's foram em seguida, lavadas com etanol e água deionizada, sendo centrifugadas 
simultaneamente por três vezes. O híbrido NPM'ºs()TEOS foi seco a temperatura ambiente 
durante 12 horas. Após esta etapa, foram adicionados 4 mL de APTS a 4 g do híbrido 
NPM's(a TEOS (corresponde a 50,66 % de APTS) em relação a mistura total, sendo agitada 
mecanicamente por 6 horas, em temperatura de 60 ºC, seguido de lavagem com etanol e água 
deionizada para se obter um pH em torno de 7,0. As NPM's foram separadas externamente 
para facilitar a decantação, sendo em seguida lavadas com etanol e água alternadamente por 
três vezes para remoção do excesso de SiO; que não se impregnou as NPMºs, obtendo-se 
assim, as NPM's híbridas (NPM's(DS10»), revestidas com grupos -OH e -NH; reativos. Por 
meio do fluxograma apresentado na Figura 5, apresenta-se de forma esquemática a obtenção 
das NPM's híbridas (NPM's(DSiO,). 


Agitação 12 h; 


160 mL de etanol, 40 Lavagem (Etanol); 
mL de água 


Centrifugação; 
Secagem 12h. 


q | = 


6 mL Fluido Solução 4 g híbrido 


Agitação 6 h; 


Eai mt 

Ea APTES Lavagem (Etanol); 
ii Centrifugação; 

Secagem 12 h. 


Figura 5. Fluxograma da obtenção das NPM's híbridas (NPMºs(DSiO,) (Araújo et al., 2018). 
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Posteriormente após a obtenção dos híbridos NPM's(DSiO», estes foram caracterizados e 
utilizados na preparação dos cimentos híbridos. 


3.2.4 Preparação do cimento (NPM"s(SIO;:HA) 


Os cimentos foram preparados utilizando inicialmente proporção mássica de 30:70, 
50:50 e 70:30 de CoFeO,(DSIO,:HA e FesO4DSIO>:HA. Inicialmente os híbridos 
Fe30,(DSiO, e CoFe,04(DSiO> foram previamente dissolvidos em água deionizada, sob 
agitação constante durante 30 minutos usando um agitador magnético a temperatura ambiente. 
Após secagem, os híbridos foram desaglomerados em almofariz de ágata e passados em 
peneira ABNT malha 325 mesh (44 um). 

Em seguida, os híbridos foram misturados a aditivos poliméricos (1,4 Y% 
carboxilmetilcelulose e 13,72 % glicerina) e 54,88 % de H,O deionizada intencionando obter 
um cimento/hidrogel com fluidez e tempo de endurecimento adequado para se difundir 
uniformemente e solidificar, fixando os parafusos ao osso. Os aditivos foram incorporados ao 
cimento em um agitador mecânico FISATOM modelo 7130 e adicionado HAp, com o 
percentual de cada cimento, a fim de se estabelecer um tempo de pega adequado ao 
procedimento cirúrgico. No fluxograma da Figura 6 está ilustrado o processo de preparação 
dos cimentos, os quais foram nomeados MCI, MC2, MC3, CoC1, CoC2 e CoC3. 


Pulverização do 
compósito ao hidrogel 


Puvelrização do CMC à Obtenção do hidrogel 
Pesagem de gde CMC | agua e glicerina. js 9 


Figura 6. Fluxograma da preparação dos cimentos. 


Na Tabela 1 estão descritas as fórmulas, códigos e percentual de cada componente que 
foi utilizado na obtenção dos cimentos para uma batelada de 8 g. 


Tabela 1. Formulações e códigos dos cimentos híbridos. 


Códigos Cimentos 
HAp Caro(PO)s(OH)» 
M Fes04 
MS Fe;0,0SiO, 
MC1 30%Fe;0,0SiOs:70%HA + HO + G + CMC 
MC2 50%Fe;0,0SiO,:50%HA + H,O + G + CMC 
MC3 70%Fe30,0SiO,:30%HA + HO + G + CMC 
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3.3 Caracterização das Amostras 
3.3.1 Difração de raios X (DRX) 


A determinação das fases presentes, cristalinidade e o tamanho de cristalito foram 
determinados a partir dos dados de difração, utilizando um difratômetro de raios X da 
BRUKER (modelo D2 Phaser, radiação CuK). Esta análise foi realizada no LabSMaC/UFCG. 
3.3.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 


Os espectros foram obtidos na região do infravermelho médio, usando um 
espectrofotômetro por transformada de Fourier (FTIR), modelo 660-IR da marca VERTEX 
70FT-IR da BRUKER, entre 4000 e 200 cm”!, com resolução de 4 em! e 32 varreduras. Esta 
análise foi realizada no LabSMaC/UFCG. 


3.3.3 Distribuição granulométrica 


Para a análise de distribuição e tamanho de partícula foi utilizado o equipamento 
analisador de nanopartículas SZ-100 series (HORIBA Scientific) que mede a granulometria na 
faixa de 0,3 nm a 8 um. O SZ-100 utiliza a técnica de dispersão dinâmica da luz para 
determinar o tamanho das partículas. Espalhamento de luz dinâmica é a medição de 
flutuações na intensidade de luz dispersa com o tempo. A leitura ocorreu por meio do 
movimento Browniano das partículas em um dispersante adequado. Para este ensaio 0,0015 g 
do material foi disperso em 10 mL de solução do defloculante sílica a 50 %. A análise foi 
realizada no LabSMaC/UFCG. 


3.3.4 Tempo de pega e Simulação in vitro 


O tempo de pega é uma propriedade importante uma vez que este indica o tempo no 
qual os cimentos tomam consistência e então não podem mais ser manipulados. Para a 
determinação do tempo de endurecimento, 0,1 mL das amostras foram injetadas por uma 
seringa de 1 mL sobre uma superfície lisa e plana. Estas, foram mantidas sob temperatura 
ambiente com circulação natural de ar. Foi monitorado o tempo que as alíquotas das amostras 
endureceram, até o estado um sólido rígido. O sistema in vitro, demonstrou a aplicabilidade 
do cimento passando pelos orifícios dos parafusos pediculados. Os ensaios foram realizados 
no LabSMaC/UFCG. 


4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 


Na Figura 7 estão ilustrados os difratogramas da hidroxiapatita (HAp), das NPMºs 
antes e após a silanização (M e MS) e dos cimentos de magnetita (MC1, MC2 e MC3). 
Observa-se mediante a Figura 8a os picos alinhados com o padrão da HAp do banco de dados 
da BRUKER, ficha número COD — 9001233, isto mostra a eficiência do material produzido 
no laboratório, visto que apresenta características cristalográficas semelhantes ao material da 
literatura (Araújo et al., 2018). Nota-se picos intensos e bem definidos, corroborando com a 
alta cristalinidade da HAp padrão. 

Mediante a Figura 7b, observa-se os difratogramas das NPMºs da Fes0, (M), com 
TEOS e APTS (MS) e as fichas padrões. Observa-se picos referentes a fase principal da Fes304 
(COD 9006247), picos referentes a fase secundária da hematita (COD 9016457) e picos 
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referentes a westite (COD 9011864). Para a fase da Fes04 (COD 221086), em ambas as 
amostras se observa picos alinhados com as fichas padrão, isto mostra a eficiência da síntese 
produzida no laboratório. Constata-se também que a presença dos agentes sililanos usados 
para revestir as NPM's não interferiu nas suas estruturas. 

Mediante a Figura 7c pode-se observar a tendência de formação de picos 
característicos de cada material constituinte do cimento. Observa-se bandas características de 
material amorfo devido a presença dos polímeros e picos característicos da HAp e NMP?ºs 
precursoras. Pode-se observar picos da Fes04, com maior intensidade, isto ocorre devido a 
maior quantidade de magnetita na composição. Nota-se um desnível do eixo basal, este 
comportamento é devido a presença do hidrogel e dos agentes silanizantes presente na 
composição do cimento. Pode-se observar a tendência de formação de picos característicos de 
cada material constituinte. Observa-se ainda bandas características de material amorfo devido 
a presença dos polímeros. 
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Figura 7. DRX: (a) HAp e a ficha padrão, (b) M, MS e fichas padrões, (c) cimentos Cl, C2, C3 e 
fichas padrões. 


Na Figura 8 estão apresentados os espectros de FTIR das amostras em estudo. Pode-se 


observar para a amostra HAp (Figura 8a), a presença das bandas vibracionais típicas da HAp 
pelos agrupamentos fosfatos PO,” em 1024 em! e 560 cm”!. 
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Figura 8. FTIR: (a) HAp, (b) Me MS, (c) C1, C2 e C3. 
No espectro da HAp observa-se as bandas vibracionais e o número de onda típicas da 


HAp sintetizada pelos agrupamentos PO4” em 1031 em”!. O grupo CO3? observado em 972 
cm”! é proveniente do ar, visto que as amostras foram produzidas em atmosfera aberta e em 
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solução aquosa. Nota-se a presença da frequência de estiramento OH em torno de 3580-2957 
cm”!, pode-se observar ainda a presença do grupo CO;? em torno de 1458 cm”!, este resultado 
corrobora aos obtidos na análise por DRX. 

Na Figura 8b pode-se notar por meio dos espectros de FTIR para as NPM's conforme 
sintetizadas (M) fortes bandas em 804 e 923 em”!, característica da vibração Fe-O. Para as 
NPMºs de Fe;O, revestidas com o TEOS e APTS, amostra MS em 1450 cm”!, observa-se uma 
banda referente ao grupo Si-OH e em 1043 cm! uma banda que é referente ao estiramento 
assimétrico da ligação do grupo Si-O-Si. As bandas características da vibração Fe-O podem 
ser observadas em 804 em”! e 923 cm”!. Estas bandas estão em concordância com as bandas 
reportadas por Kumar et al. (2013) quando estudaram a obtenção de NPMºs de Fes04 
funcionalizadas com agentes sililantes APTS e TEOS para aplicação em nanobiocatalisadores. 

Na Figura 8c são apresentados os espectros de FTIR dos cimentos (Cl, C2 e C3). 
Nota-se que para ambas as espectroscopias, foi possível observar vibrações características da 
hidroxiapatita (HAp) e magnetita (MS), além disso, nota-se uma maior intensidade na 
vibração referente ao grupo OH e observa-se por volta de 2933 em”! bandas referentes ao 
grupo CH», estas vibrações, provavelmente, são oriundas da água e da glicerina, que são 
precursores do hidrogel utilizado no cimento. Nas Figuras 8b e 8d pode ser observado que à 
medida que é alterada a proporção mássica, observa-se uma maior intensidade nas bandas 
referentes ao material em maior quantidade. 

As análises granulométricas das amostras em estudo estão ilustradas graficamente na 
Figura 9, que expressam os valores de distribuição dos diâmetros esféricos das partículas 
equivalentes em função do volume cumulativo das amostras em estudo. 
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Figura 9. Distribuição granulométrica das amostras: (a) HAp, (b) M e (c) MS. 

A distribuição granulométrica da HAp em estudo, Figuras 9a, apresenta, uma 


distribuição de partícula larga, monomodal e assimétrica. Esta HAp apresentou o tamanho de 
diâmetro de partícula 198 nm. Desta maneira, observa-se que a calcinação ocasiona um 
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aumento do tamanho de partícula, sendo que este resultado está em concordância com os 
resultados tamanho de cristalito e de análise textural, respectivamente. 

De forma geral, observa-se que para as amostras de magnetita sintetizada e após 
silanização (M e MS) apresentaram uma distribuição de partícula estreita, monomodal e 
simétrica, com tamanho mediano de partícula (D50%) = 38,91 nm e 42,27 nm para as 
amostras, respectivamente, ou seja, observa-se um aumento em torno de 8 % quando 
compara-se a amostra sem revestimento com as amostras após revestimento com os agentes 
sililantes. Este resultado indicia que as partículas de magnetita são muito aglomeradas com 
forte ligação interpartícula, o que dificulta a dispersão das amostras. 

Na Figura 10 estão apresentadas as capturas fotográficas dos cimentos em estudo 
quando expostos para secagem em temperatura ambiente para avaliação do tempo de pega. 
Em relação ao tempo de pega, observa-se que os cimentos C1 (Figura 10a) e C2 (Figura 10b) 
apresentam fissuras, característica de um material seco. Portanto, nota-se um tempo de pega 
considerável, tendo em vista que, nas cirurgias de coluna, o tempo de internamento do 
paciente é no mínimo 24 horas (Madureira et al., 2020). 
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Figura 10. Cimento nas diferentes proporções mássicas: (a) Cl, (b) C2 e (c) C3. 


Na Figura 11 estão apresentadas as capturas fotográficas da simulação in vitro dos 
cimentos em estudo. Na simulação in vitro, observou-se que o cimento apresentou uma 
fluidez adequada, pois, o cimento/hidrogel passou pelo orifício do parafuso com facilidade, 
porém, foi percebido que o tempo de atração (Figura 1la) foi elevado, levando em 
consideração a distância entre os parafusos, provavelmente, isto ocorre devido o imã utilizado 
(neodímio 52) não possuir uma força magnética suficiente para atrair o fluido com uma maior 
velocidade. 


Figura 11. Simulação in vitro: (a) cimento sendo atraído pelo imã, com cronômetro marcando o 


tempo de atração e (b) cimento seco. 
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5. CONCLUSÕES 


De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que: foram sintetizadas com sucesso 
as NPMºs de Fe304€e HAp. A formação do híbrido Fe304,(0S1O» foi comprovada pelas bandas 
características de ligações observadas por FTIR. Os cimentos foram obtidos em todas as 
proporções mássicas avaliadas, apresentando tempo de pega adequado para ser transportado 
no interior do parafuso e se difundir uniforme através do osso. Um sistema in vitro foi 
desenvolvido para simular a fixação do osso-parafuso em implantes ortopédicos (tipo em 
cirurgia da coluna) em que foi avaliado o tempo de pega, adesão e distribuição do cimento em 
torno da interface osso-parafuso. O cimento C3 apresentou menor tempo de atração, porém, 
para uma melhor regeneração óssea o Cl apresenta melhores propriedades. Deste modo, o 
cimento C2 é o que apresenta o intermédio destas composições, atratividade e características 
regenerativas. 
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RESUMO: O trabalho para este capítulo teve como objetivo obter e avaliar as características 
espectroscópicas, morfológicas e magnéticas de cinco biomateriais usados como carreadores 
do fármaco ciprofloxacina sintetizados com nanopartículas de magnetita (Fe304) associados 
ou não à hidroxiapatita. Além disso, buscou-se analisar a biocompatibilidade in vivo e o 
processo de reabsorção desses materiais que, posteriormente, foram utilizados em tratamentos 
visando a regeneração óssea em casos de infecção, sendo usados como sistemas de liberação 
do fármaco ciprofloxacina. A partir dos resultados observou-se que a FesO4 foi sintetizada 
com sucesso. A presença da fase principal da Fes304 foi notada no sistema obtido com a 
Fe304/SiO». A formação dos híbridos (core-shell) foi confirmada pela presença de bandas 
características da sílica. As fotomicrografias obtidas pela técnica de microscopia eletrônica de 
varredura mostraram que os materiais apresentam uma superfície complexa, 
com aglomerados de tamanho e formato irregulares e porosos, sendo a porosidade um fato 
importante para que ocorra formação de osso. Nas lâminas histológicas, os biomateriais foram 
facilmente identificados durante toda a sua análise e não foi observado processo inflamatório 
significativo. A evolução do processo de degradação foi observada de forma progressiva no 
decorrer do tempo e não se observou sinais histológicos de toxicidade, tampouco de rejeição 
pelo tecido adjacente, sendo que os biomateriais promoveram uma resposta inflamatória 
controlada e foram considerados biocompatíveis. 


Palavras-chave: Nanopartículas magnéticas, hidroxiapatita, biomateriais, liberação 
controlada de fármaco, ciprofloxacina. 


Carreadores de fármaco ativados magneticamente para uso no tratamento da 
osteomielite: caracterização e análise da biocompatibilidade in vivo 


Capítulo 10 


1. INTRODUÇÃO 


O desenvolvimento de biomateriais tem sido de grande importância tanto na medicina 
humana, quanto na veterinária, alavancando os estudos relacionados à engenharia tecidual ou 
bioengenharia. Doenças e lesões ósseas são condições que afetam diretamente a qualidade de 
vida de pessoas e animais, e ainda hoje a magnitude desses problemas tem levado 
pesquisadores a buscarem um material que possa substituir, facilitar ou estimular o reparo de 
forma cada vez mais adequada para o tecido ósseo lesionado ou perdido. Um importante 
desafio que a ortopedia enfrenta é a infecção, um problema grave em traumatologia e cirurgia 
ortopédica que, apesar dos contínuos avanços nos procedimentos cirúrgicos e terapias 
antimicrobianas, continua sendo presente (Yaylaoglu et al., 1999; Schlickewei et al., 2014; 
Ciocilteu et al., 2018; Xia et al., 2023). 

As afecções ortopédicas com perda óssea, são bastante representativas e têm crescido 
devido ao aumento da expectativa de vida da população, doenças degenerativas, e acidentes 
em geral (Catello et al., 2017; Nadar, 2020). Não é raro que ortopedistas se depararem com 
fraturas cominutivas, neoplasias ósseas ou não uniões de fraturas que necessitam de 
procedimentos cirúrgicos reconstrutivos (Catello et al., 2017). Uma das principais opções para 
o tratamento dessas afecções é a substituição de um segmento ou o preenchimento de falha 
óssea por enxerto ou implante (Freitas et al., 2014; Catello et al., 2017, Xia et al., 2023). 

As características das estruturas responsivas e autoajustáveis são um dos principais 
objetivos da pesquisa de biomateriais aplicados em cirurgias de reparação e regeneração 
óssea. Assim, a busca contínua por melhor desempenho dos biomateriais pode ser 
especificada por vários critérios incluindo maior bioatividade, menor peso, maior resistência 
mecânica, menor custo, entre outros. Como os biomateriais atualmente usados atingem 
frequentemente o limite de sua utilidade, biocompósitos inspirados na natureza podem superar 
limitações encontradas nesses biomateriais tradicionais. Assim, a combinação de diferentes 
materiais em nanoescala possibilitaria o desenvolvimento de biomateriais com desempenho 
otimizado e limitações minimizadas (Sprio et al., 2017). 

Desta forma, a pesquisa científica tem se voltado para a obtenção de materiais tais 
como por exemplo, nanopartículas magnéticas (NPM's), as quais, devido as suas propriedades 
mecânicas, magnéticas, térmicas e elétricas quando associadas a hidroxiapatita despertam o 
interesse de inúmeros pesquisadores para diferentes estudos biotecnológicos. 

Assim, a proposta deste trabalho para o presente capítulo teve como foco obter e 
caracterizar biomateriais sintetizados com nanopartículas de magnetita (Fe304) associados ou 
não à hidroxiapatita como carreadores do fármaco ciprofloxacina. Estes biomateriais 
funcionariam como um sistema de liberação controlada de drogas no tratamento da 
osteomielite, promovendo também uma regeneração óssea em menor tempo. Com isto, pode- 
se ter uma alternativa segura e eficaz para o tratamento da osteomielite, inclusive na espécie 
humana, onde essa enfermidade ocorre com maior frequência. 


2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
2.1 Biomaterial 

Biomateriais são substancias de origem natural ou sintética, utilizadas em aplicações 
biomédicas e que interagem com sistemas biológicos, tratando, aumentando ou substituindo 


tecidos, órgãos ou restaurando funções comprometidas por processos degenerativos ou 
traumatismos (Von Recum e Laberge, 1995; Moraes et al., 2004; Gutierres et al., 2006; Turrer 
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e Ferreira, 2008). Particularmente, na ortopedia e odontologia, a utilização de biomateriais no 
reparo de partes danificadas do osso vem sendo revolucionária (Legeros, 2002; Campana et 
al., 2014; Parent et al., 2017), tendo entre outros objetivos o de minimizar o uso de enxertos, 
tanto alógenos, quanto autógenos (Yaylaoglu et al., 1999; Monchau et al., 2002; Kokubo et 
al., 2003; Gutierres et al., 2006; Chiarello et al., 2013). Além disso, estes materiais também 
podem agir como carreadores de fármacos, o que permite a liberação da droga diretamente no 
tecido lesionado, sendo esta uma alternativa ao reduzido efeito terapêutico da administração 
parenteral de fármacos em locais pouco vascularizados (Ogawa e Plepis, 2002; Rauschmann 
et al., 2004; Kumar et al., 2014). 

Dentre os diversos fatores a serem considerados durante a elaboração de um 
biomaterial, destacam-se aqueles relacionados à biocompatibilidade e a degradação do 
material no organismo, assim como uma interação positiva entre os componentes que fazem 
parte do mesmo e a complexidade de sua superfície, que pode favorecer a migração, o 
crescimento e a adesão celular (Ma, 2004). Diversos materiais hoje são alvos de pesquisas no 
ramo da bioengenharia. A síntese de nanopartículas magnéticas de óxido de ferro para 
aplicações biomédicas tem despertado a atenção nos últimos anos, especialmente em função 
das propriedades físicas e químicas que estes materiais apresentam. As nanopartículas 
magnéticas têm sido utilizadas com diferentes objetivos, dentre os quais, como 
transportadores de fármacos (Bee, Massart e Neveu, 1995; Gopi, et al., 2012). Devido à sua 
comprovada biocompatibilidade, as biocerâmicas à base de hidroxiapatita (HAP) e seus 
compostos de fosfato de cálcio tem sido amplamente utilizada nas áreas médicas para 
osseointegração, e seu uso foi aprimorado nas últimas décadas (Borges et al., 2000; Vital et 
al., 2006; Sepúlveda et al., 2013; Hiromoto et al., 2015; Abd el-Aziz et al., 2017). A HAP é o 
principal componente inorgânico da matriz óssea e sua forma sintética é quimicamente 
semelhante à fase mineral óssea, cumprindo pré-requisitos biológicos importantes para sua 
interação com meios orgânicos (Borges et al., 2000; Vital et al., 2006). 

Para ser usado em ortopedia, além da biocompatibilidade e biodegradabilidade, o 
biomaterial deve ter capacidade de dar suporte à osteogênese, além de ter composição e 
propriedades mecânicas semelhantes às do osso; em resumo, ele deve imitar o osso natural 
(Yaylaoglu et al., 1999; Ogawa, 2002; Chiarello et al., 2013). Além destas características, é 
importante que estes materiais sejam bioativos, capazes de formar uma ligação direta e forte 
com o tecido ósseo, e que também tenham habilidade de prover um molde para a formação de 
osso novo, processo denominado de osteocondução (Lopes et al., 2000; Sakano et al., 2001; 
Legeros, 2002). 

A incorporação de fármacos em biomateriais implantáveis e biodegradáveis apresenta 
a vantagem da liberação da droga diretamente no tecido alvo, sendo uma alternativa ao 
reduzido efeito terapêutico da administração parenteral de fármacos em locais pouco 
vascularizados, além de não requererem posterior cirurgia para remoção do material após a 
liberação da droga (Ogawa e Plepis, 2002; Venkatasubbu et al., 2011). 


2.2 Nanopartículas Magnéticas (NPM*s) 


Nos dias atuais, a pesquisa científica voltada para a obtenção de nanopartículas 
magnéticas (NPMs), tem sido um campo em expansão, devido às suas excelentes 
propriedades magnéticas e elétricas despertando o interesse na área biomédica e farmacêutica 
(Tran et al., 2010; He et al., 2017; Mondal et al., 2017; Santos et al., 2021; Zhang et al., 2021; 
Kamothi et al., 2022). As nanopartículas magnéticas podem agir como transportadores de 
fármacos, sendo que em alguns casos, estas atuam promovendo sua liberação controlada no 
local da lesão através do uso de campo magnético (Bee, Massart e Neveu, 1995; Gopi et al., 
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2012). As nanopartículas tornaram-se de grande interesse na medicina como sistema de 
liberação de fármaco em função de sua estrutura, com tamanho inferior ou igual a 100 nm, 
semelhante aos componentes das células humanas (Gupta e Kompella, 2006; Medeiros et al., 
2006). 

Os sistemas nanoparticulados usados em associação a fármacos visam a modificação 
das propriedades físico-químicas destes, tendo como objetivo a redução dos efeitos tóxicos, a 
proteção do fármaco, o controle da velocidade de liberação e a liberação sitio especifica 
(Schaffazick et al., 2003; Taveira, 2009; Angelakeris, 2017). A ideia de liberação controlada 
de substâncias biologicamente ativas teve início na década de 50 com o advento dos materiais 
poliméricos. O uso de sistemas de liberação controlado de fármacos com base em polímeros 
já é uma realidade. Um exemplo é a utilização de tetraciclina incorporada em um sistema de 
difusão controlada, composto por um copolímero de acetato de vinil-etileno ou outras 
substâncias que vêm sendo usadas no tratamento de doenças periodontais (Meira et al., 2007). 

Como carreadoras de fármaco, as nanopartículas magnéticas vêm sendo amplamente 
estudadas na tentativa de obter partículas com alta capacidade para o carreamento, boa 
estabilidade em solução aquosa, biocompatibilidade com células e tecidos, liberação 
controlada ao longo do tempo e manutenção das propriedades magnéticas após serem 
modificadas com estabilizadores poliméricos (Gupta e Kompella, 2006). Nanopartículas de 
óxido de ferro como a magnetita (Fe304) e a ferrita de cobalto (CoFe>04), são as mais 
comumente empregadas para aplicações biomédicas (Amiri e Shokrollahi, 2013; Chandra et 
al., 2013; Finetti et al., 2016). Por possuírem características magnéticas, especificamente, por 
serem superparamagnéticas, podem ser manipuladas pela aplicação de campos magnéticos 
(Amiri e Shokrollahi, 2013; Chandra et al., 2013). Isso significa que elas têm uma alta 
susceptibilidade magnética positiva, mas na ausência de um campo magnético não exibem 
remanência magnética (não apresentam magnetização espontânea) (Elias e Tsourkas, 2009). 
Além disso, são biocompatíveis e de baixa toxicidade no corpo humano (Tartaj et al., 2003; 
Majewski e Tihierry, 2007; Arelaro, 2008; Finetti et al., 2016). 

Dois principais fatores tem uma importante função para a aplicação dessas 
nanopartículas in vivo: tamanho e funcionalidade da superfície. Mesmo sem ligantes de 
superfície biologicamente ativos, os diâmetros das nanopartículas superparamagnéticas de 
óxido de ferro afetam de modo mais eficiente a biodistribuição in vivo (Akbarzadeh et al., 
2012). Entretanto, estes materiais apresentam como desvantagem a sua hidrofobicidade e a 
falta de grupos funcionais para conexão direta com biomoléculas (Gnach e Bednarkiewicz, 
2012). 

Portanto, para aplicação biomédica as NPMs devem ter sua superfície modificada para 
que haja boa biocompatibilidade. Em geral, alto grau de biocompatibilidade ocorre quando o 
material interage com o corpo sem induzir respostas tóxicas, imunogênicas, trombogênicas e 
carcinogênicas (Naahidi et al., 2013). De modo particular, no que diz respeito à utilização de 
nanopartículas para liberação de fármaco o grande desafio é controlar a velocidade com que 
este é liberado no organismo. Desta forma, existe uma procura na bioengenharia por obtenção 
de novos sistemas de segmentação de carreadores que apresentem melhor estabilidade no 
plasma humano, sendo ainda capaz de levar de forma eficiente e segura agentes terapêuticos 
ao alvo (Sodipo e Aziz, 2016). 


2.2.1 Modificação da superfície 


O foco central que deve ser abordado na modificação da superfície de NPMs consiste 
no impedimento da agregação espontânea e elucida a interface entre nanomateriais e o meio 
biológico. Entre os materiais utilizados para modificação de superfície destaca-se o 
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tetraetilortossilicato (TEOS) que é um material livre de haleto (Shekar et al., 2012) líquido e 
geralmente usado como um precursor para formar redes inorgânicas de sílica, também sendo 
usado para aumentar a hidrofilicidade de NPMs. Além disso, apresenta baixo custo e fácil 
manuseio. Este organoalcoxissilano, assim como o 3-aminopropiltrimetoxissilano (APTS), 
tem sido utilizado em mecanismos reacionais envolvendo hidrólise ácida e policondensação 
posterior com polímero inorgânico (Ananth, Arthanareeswaran e Wang, 2012) sendo, 
portanto, precursor da sílica que apresenta grupos funcionais silanol (Si-OH) que permite que 
as nanopartículas dispersem em água ou em solventes polares. Outra função do grupo Si-OH é 
a de fornecer sítio de ligação entre as nanopartículas e outras substancias biofuncionais, 
tornando as mesmas aplicáveis na área biomédica, sobretudo na liberação controlada de 
fármaco (Ananth, Arthanareeswaran e Wang 2012: Shekar et al., 2012). Na Figura 1 está 
ilustrado um esquema de modificação de NPMºs de Fes04, com o (3-metacriloxipropil) 
trimetoxisilano. 
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Figura 1. Modificação de nanopartículas de Fes0O, com o TEOS e APTS (3- 
aminopropiltrimetoxisilano) (Fonte: Araújo et al., 2018). 


Dentre as vantagens do uso da magnetita na medicina está o fato dela ser facilmente 
revestida com a sílica (SiO5), formando estruturas core-shell, e com isso apresentando 
aglomeração reduzida ao formar o híbrido Fe304/S1O,, que apresenta grupos reativos capazes 
de se ligarem com biomoléculas e fármacos. A superfície de um material é conhecida por ser 
excepcionalmente reativa, com propriedades diferentes a partir da sua constituição. Portanto, 
o objetivo é alterar as propriedades da superfície para melhorar o desempenho biológico sem 
mudar as propriedades do material (Soon et al., 2016), já que as propriedades da superfície 
afetam significativamente o desempenho biológico de um biomaterial (Liu et al., 2007). 


2.3 Hidroxiapatita 


O grupo dos biomateriais que mais se assemelham à composição do osso é o grupo das 
cerâmicas de fosfato de cálcio (Hench et al., 1991), dentre as quais a mais difundida é a 
hidroxiapatita (HAp) (Rezende et al., 1998; Legeros, 2002). Sua estrutura química é 
representada pela fórmula Cio(PO,)s(OH)>, podendo ter origem nos corais e algas, ser 
derivado de mineral ósseo natural ou ainda desenvolvido sinteticamente (Schmitz et al., 
1999). Na Figura 2 pode-se observar a ilustração da estrutura molecular da hidroxiapatita. 
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A HAp tem sido extensivamente estudada por se tratar de uma substancia bioativa, não 
tóxica que provoca pouca reação tecidual (Guastaldi et al., 2010; Carlo Reis et al., 2012; 
Mostafa et al., 2015) e é biocompatível com o osso, pelo fato de possuir a mesma estrutura 
cristalina deste (Borges, 1998; Chiarello et al., 2013; Mostafa et al., 2015; El-Aziz et al., 
2017). Além disto, a estrutura porosa da hidroxiapatita funciona como um suporte passivo 
(arcabouço - scaffold) — Figura 3) para que o processo da angiogênese aconteça. 
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Figura 2. Estrutura molecular da hidroxiapatita (McGregor, 1998 Apud Gomes et al., 2007). 


Figura 3. Esquema ilustrativo evidenciando a estrutura porosa da HAp e seu papel na angiogênese 
(Fonte: ortechmedical.com.br, acesso 2021). 


Es 


Carreadores de fármaco ativados magneticamente para uso no tratamento da 
osteomielite: caracterização e análise da biocompatibilidade in vivo 


Capítulo 10 


A invasão do local de uma fratura por novos vasos sanguíneos é essencial para que 
ocorra a reparação dos tecidos lesados. É através da angiogênese que são carreados os fatores 
estimuladores da aposição óssea e a hidroxiapatita fornece um substrato adicional para que 
este processo ocorra, levando à proliferação do tecido ósseo (Borges et al., 2000; Rodrigues et 
al., 2003; Woodard et al., 2007), e permitindo a junção, proliferação, migração e expressão 
fenotípica de células ósseas, ou seja, é osteocondutora (Franco et al., 2001; Perez et al., 2005; 
Vital et al., 2006; Carlo Reis et al., 2012). Então desse modo, devido às características que 
tornam a HAp um importante biomaterial para uso na ortopedia, o seu uso em associação às 
nanopartículas magnéticas, forma um promissor dispositivo (biocompósito), com o potencial 
para ser usado no tratamento da osteomielite (Hench et al., 1991; Chandra et al., 2012). 

Nas últimas décadas, têm sido estudados sistemas de liberação de fármacos à base de 
fosfato de cálcio, em especial a hidroxiapatita (Kawanabe et al., 1998; Ogawa & Plepis, 2002; 
Rauschmamnn et al., 2005; Murata et al., 2018 ), hidroxiapatita em associação a nanopartículas 
magnéticas como a magnetita (Fe;04) (Nakahira et al., 2007; Li et al., 2009; Chandra et al., 
2013; Wang et al., 2018) e a ferrita de cobalto (CoFe>04) (Tang et al., 2011; Araújo et al., 
2018). Porém, grande parte destes estudos ainda estão limitados apenas a testes in vitro. 


2.4 Osteomielite 


A osteomielite é uma doença infecciosa do osso e medula óssea que representa um 
desafio terapêutico em medicina e também na medicina veterinária. A patogênese dessa 
doença pode seguir aguda, subaguda ou crônica e envolve uma série de fatores relacionados 
ao hospedeiro e ao patógeno (Yaylaoglu et al., 1999; Schlickewei et al., 2014; Nandi et al., 
2017; Sedghizadeh et al., 2017). A osteomielite por infecção bacteriana é caracterizada por 
uma resposta inflamatória aguda ou crônica levando a perda óssea. Além disso, a propagação 
da infecção para os tecidos ao redor do osso atingido é responsável por significativa 
morbidade (Gaudin et al., 2011; Heitzmamnn et al., 2018). 

Usualmente, a osteomielite é uma consequência direta de fraturas expostas, infecção 
de tecidos moles adjacentes, infecções associadas à implantes e bacteremia (Nadar, Beucken e 
Leeuwenburgh, 2020). Essas infecções ósseas requerem tratamento antibiótico, geralmente 
endovenoso, a longo prazo, bem como debridamento cirúrgico a fim de remover osso 
necrótico e sequestros ósseos, e isso leva em muitos casos a uma grande perda de osso e 
tecido mole. A ressecção inadequada de tecido infectado aumenta a taxa de reinfecção (Kumar 


et al., 2014; Schlickewei et al., 2014). A maioria dos casos de osteomielite crônica é associada 
à bactéria Staphilococcus aureus formadora de biofilme (Bentley et al., 2017, Sedghizadeh et 
al., 2017; Nadar, Beucken e Leeuwenburgh, 2020). 

A osteomielite hematogênica, causada pela semeadura de bactérias da corrente 
sanguínea, responde por 20% dos casos de osteomielite em humanos. Ela é hematogênica 
primária e causada pela semeadura direta do osso por uma espécie bacteriana que esteja 
presente no sangue. Embora encontrado na população adulta, é predominante em lactentes e 
crianças. A osteomielite hematogênica em adultos é mais comumente causada por infecção 
secundária, onde as bactérias obtêm acesso à corrente sanguínea e aos locais distais da medula 
e osso (Brady et al., 2008; Birt et al., 2017). Em adultos jovens, a osteomielite está 
frequentemente relacionada a trauma ou cirurgia. Em adultos mais velhos, as apresentações 
clínicas mais comuns são osteomielite contígua relacionada à artroplastia, nos membros 
inferiores ao diabetes mellitus e doença vascular e osteomielite relacionada à ulceração de 
decúbito (Brady et al., 2008; Schmitt, 2017). A maioria das infecções ortopédicas surgem 
como sequelas de episódios de traumas e durante a cirurgia, especialmente quando material 
estranho é implantado, como na osteossíntese ou na substituição total da articulação. As 
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bactérias, principalmente os estafilococos, são capazes de se ligar ao tecido danificado e ao 
material implantado com imediata formação de biofilmes que dificultam a penetração dos 
agentes antimicrobianos (Nandi et al., 2017; Sedghizadeh et al., 2017; Winkler 2017). 

Existem dois tipos de osteomielite hematogênica: de ossos longos e osteomielite 
vertebral. A osteomielite hematogênica dos ossos longos, em geral, afeta a metáfise, o que é 
explicado pela anatomia da região metafisária. Aqui, o fluxo sanguíneo se torna lento e 
desordenado. A diminuição do fluxo sanguíneo permite que as bactérias se assentem no local, 
iniciando a colonização e em seguida, o processo infeccioso (Brady et al., 2008; Birt et al., 
2017, Schmitt, 2017). A resposta inflamatória resulta em um aumento da pressão no osso 
medular. Esta pressão faz com que a infecção atravesse o córtex e, se não for controlada, em 
última análise, atravesse o periósteo. Isso pode levar à diminuição do fornecimento sanguíneo 
ao periósteo com consequente necrose óssea em segmentos do osso. Este osso necrosado é 
denominado sequestro. No estágio crônico, inúmeras células inflamatórias e a liberação de 
citocinas estimulam a reabsorção osteoclástica do osso, crescimento de tecido fibroso e 
deposição de novo osso reativo na periferia. Quando o novo osso envolve o segmento de osso 
infectado desvitalizado, ele é conhecido como involucro. A ruptura de um abscesso 
subperiosteal pode levar a um abscesso de partes moles e a eventual formação de um seio 
drenante (Birt et al., 2017; Schmitt, 2017). A formação do invólucro é marca registrada da 
osteomielite crônica. Embora o involucro funcione para conter a infecção, a diminuição da 
vascularização e baixa tensão de oxigênio devido a essa estrutura leva a uma eficácia reduzida 
da resposta do hospedeiro e consequente doença crônica. O osso morto age como uma 
superfície não viva para a fixação de bactérias e a formação de biofilmes. Esta forma de 
infecção, associada a incapacidade do hospedeiro de reabsorver o osso morto, resulta em uma 
doença complicada de tratar. Portanto, o desbridamento é frequentemente necessário para que 
essas infecções sejam resolvidas (Brady et al., 2008; Schmitt, 2017). 

De todos os casos de osteomielite hematogênica, 2 a 7% são vertebrais. Porém, as 
incidências estão aumentando devido a crescente população de idosos, que têm fatores de 
risco para bacteremia e deterioração espinhal. Na osteomielite vertebral (assim como em 
todos os outros locais), leucócitos polimorfonucleares (PMNs) estão presentes devido à 
resposta inflamatória aguda. As enzimas liberadas dos PMNs em desintegração, bem como 
produtos bacterianos e isquemia vascular, podem causar uma extensão da infecção no disco 
ou placa cartilaginosa, e / ou áreas adjacentes. A extensão posterior da infecção pode levar a 
abscessos epidurais e subdurais ou até mesmo meningite. A extensão anterior ou lateral pode 
levar a abscessos paravertebrais, retrofaríngeos, mediastinal, subfrênico ou retroperitoneal. 
Além disso, a propagação para corpos vertebrais adjacentes pode ocorrer rapidamente através 
das ricas redes venosas da coluna vertebral (Brady et al., 2008; Schmitt, 2017). 

Na Figura 4 está ilustrado um diagrama que mostra três categorias de osteomielite: (A 
e B) A disseminação hematogênica primária (transmitida pelo sangue) das bactérias afeta 
principalmente os corpos vertebrais em todas as idades ou a metáfise de pacientes 
esqueleticamente imaturos, (C e D) A infecção óssea contigua é mais comumente vista com 
contaminação direta de bactérias em fraturas abertas ou cirurgia de substituição articular com 
implantes protéticos e (E) A osteomielite associada à doença vascular ou neurológica afeta 
mais frequentemente a extremidade inferior. 

A terapia antibiótica sistêmica da osteomielite tem a desvantagem da necessidade de 
tratamento em longo prazo devido à incapacidade de criar uma elevada concentração local da 
droga e o risco resultante de toxicidade. A vascularização prejudicada do osso infectado torna 
necessário o uso de doses mais elevadas, aumentando as desvantagens. Como consequência, a 
liberação direta da droga no local poderia constituir uma abordagem mais efetiva e menos 
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onerosa para a terapia de doenças ósseas (Yaylaoglu et al., 1999; Rauschmamn et al., 2004; 
Venkatasubbu et al., 2011; Kumar et al., 2014). 

A deposição local de antimicrobianos foi introduzida em cirurgia ortopédica por 
cimento ósseo, carregado por antibióticos, em artroplastia total do joelho (Buchholz & 
Engelbrecht, 1970) e por esferas de PMMA (Klemm, 1979). A ideia de tratar osteomielite com 
antimicrobianos impregnados em enxertos ósseos foi descrita, primeiramente, em humanos, 
por Prigge em 1946. Ele combinou enxerto ósseo autólogo com aplicação local de penicilina 
no preenchimento de defeitos ósseos depois de promover a ressecção do osso morto após 
osteomielite crônica em 61 pacientes do sexo masculino. Testes em modelos animais 
provaram que a terapia antimicrobiana local, utilizando diferentes sistemas de entrega 
representa uma opção de tratamento útil e seguro para a osteomielite (Aimin et al., 1999; 
Solberg et al., 1999). Contudo, até os dias atuais, o antimicrobiano ideal e dosagem para uma 
terapia local da osteomielite ainda não foram determinados (Schlickewei et al., 2014; 
Ciocilteu et al., 2018). 


A 


Figura 4. Três categorias de osteomielite: (A e B) disseminação hematogênica primária, (C e D) 
infecção óssea contigua e (E) osteomielite associada à doença vascular ou neurológica (Fonte: Birt et 
al., 2017). 


O Polimetilmetacrilato (PMMA) vem sendo usado na liberação controlada de drogas 
no tratamento de osteomielite nas últimas décadas. Mas além do fato do PMMA precisar ser 
removido do local de aplicação durante o tratamento por não ser biodegradável, ele pode 
causar necrose térmica e levar ao desenvolvimento de resistência ao antibiótico (Rauschmann 
et al., 2004; Schlickewei et al., 2014; Nadar et al., 2020). A desvantagem da cirurgia adicional 
seria eliminada se sistemas biodegradáveis fossem utilizados como portadores da droga. Nos 
últimos anos, uma série de estudos que envolvem a utilização de sistemas biodegradáveis de 
liberação de fármaco foi realizada com diversos graus de sucesso no tratamento de muitas 
doenças (Yaylaoglu et al., 1999; Schlickewei et al., 2014; Ciocilteu et al., 2018). 

Os trabalhos com experimentos em animais mostraram que sistemas de liberação de 
drogas suportadas em biocerâmicas é promissor para o controle de infecções ósseas 


Ey 


Carreadores de fármaco ativados magneticamente para uso no tratamento da 
osteomielite: caracterização e análise da biocompatibilidade in vivo 


Capítulo 10 


(Yaylaoglu, et al., 1999; Ogawa e Plepis, 2002; Kumar et al., 2014; Ciocilteu et al., 2018). A 
utilização de biomateriais associado a nanopartículas magnéticas pode ser uma boa alternativa 
quando a osteomielite estiver instituída. Tendo em vista que a fratura é uma das 
consequências dessa enfermidade, ou mesmo sua origem, a utilização de um material que atue 
não só tratando a osteomielite, como também reduzindo o tempo de consolidação da fratura 
representa uma alternativa bastante promissora no tratamento dessas patologias (Souza et al., 
2009; Winkler 2017). 


3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 Materiais 


Os materiais utilizados na obtenção dos biomateriais foram: 
e Hidroxiapatita sintetizada por precipitação no laboratório (HL) e calcinada a 900 
ºC nomeada de HLC (Teixeira, 2013; Barros et al., 2012); 
e NPM's hibridas Fe;0,0SiO;, (Araújo et al., 2018). 


Os biomateriais utilizados neste trabalho foram obtidos no Laboratório de Síntese de 
Materiais Cerâmicos (LabSMaC) do Centro de Ciências e Tecnologia (CCT) da Universidade 
Federal de Campina Grande (UFCG). As nanopartículas magnéticas (NPMs) de magnetita 
(Fe304) foram revestidas por sílica (SiQ»), resultando em uma estrutura do tipo core-shell com 
grupos -OH e NH, reativos. 

Para obtenção da Fe3O4 foi utilizada a técnica de reação por combustão baseada nos 
conceitos da química dos propelentes e explosivos de modo a favorecer a relação 
estequiométrica oxidante/combustível, De=1 (Jain, Adiga e Verneker, 1981; Dantas, Leal e 
Costa, 2021). Após a síntese, os produtos das reações (flocos porosos) foram desaglomerados 
em peneira ABNT 325 (45 mm) e submetidos à modificação da superfície, utilizando-se para 
tal, o revestimento das nanopartículas com TEOS (tetraetilortossilicato) e APTS (3- 
aminopropiltrimetoxissilano), baseado na metodologia proposta por Stober, Fink e Bohn 
(1968) com modificações, resultando nos híbridos Fes0,(DSiO,. Para obtenção dos 
biomateriais, a HAp calcinada, sintetizada no laboratório foi misturada fisicamente ao híbrido 
Fe;0,(DSiO, nas proporções mássicas e composições desejadas descritas na Tabela 1. Ao 
biomaterial Fy não foi adicionada a HAp, sendo o mesmo constituído somente de magnetita 
revestida por sílica. 


Tabela 1. Relação dos biomateriais produzidos, expressos em simbologia e proporção mássica. 


ncentr 
Códigos Amostras psd . Aiglde M(g) Y(g) o 
mássica%) E EO: (g) 
HFeFSy, HAp:Fe;0,+y, HAp:Fes0, (70:30) 17,5 75 2,5 279 
HFeFSy, HAp:Fes0,+y> HAp:Fes0, (50:50) 12,5 12,5 2,5 271,5 
HFeFSys HAp:Fe;0,+y3 HAp:Fes0, (30:70) To 17,5 2,5 27; 
HF HAP:Fes04 HAp:Fes0, (70:30) 17,5 fo - 25 
Fy Fes04+y - - 25,0 2,5 27,5 


Em que: M(g) de HAp: massa em grama de hidroxiapatita; M(g) Fes;O4: massa em grama de magnetita; y(g): fármaco 
ciprofloxacina em gramas (g); MT (g): massa total em gramas. 
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A quantidade do fármaco ciproflonax adicionada foi baseada na metodologia proposta 
por Sadighian et al. (2014). Os híbridos foram previamente misturados a HAP (biomateriais 
HFeFSy,, HFeFSy>, HFeFSy3) e dissolvidos em 60 mL de água deionizada, sendo em seguida, 
incorporado o fármaco ciproflonax (y) (10 g) para 100 g do híbrido HAP:NPM's(DSiO,. A 
mistura foi então, submetida a agitação constante durante 30 minutos usando um agitador 
magnético modelo IKAQRH basic KT/C a temperatura ambiente até atingir a consistência de 
uma pasta homogênea. Os biomateriais HAp:NPM's(DSiO,:y obtidos, foram então, secos e 
posteriormente desaglomerados em almofariz de ágata e passado em peneira ABNT malha 
325 mesh 45 um. O biomaterial HF foi preparado sem o fármaco. Para tanto, o híbrido obtido 
utilizando HAp:NPMs(DSiO, também foi dissolvido em 60 mL de água deionizada e 
posteriormente submetidos aos passos descritos anteriormente, porém, sem a incorporação da 
ciprofloxacina. 

Para a obtenção do híbrido Fy, não foi feita a mistura com a HAp. O fármaco (10 g) 
foi adicionado em 100 g do composto, sendo agitado mecanicamente por 6 (seis) horas, à 
temperatura de 60 ºC e a reação de conjugação do fármaco foi processada durante 48 horas 
em temperatura ambiente. Em seguida, foram lavados com etanol e água deionizada 
alternadamente, por 3 (três) vezes e então secas na estufa à temperatura de 60 “C durante 12 
horas. Após a secagem, os compostos foram desaglomerados em almofariz de ágata e 
passados em peneira ABNT malha 325 mesh 45 um. 


3.1 Aspectos éticos 


Todos os procedimentos adotados no trabalho para este capítulo estão de acordo com o 
Código de Ética Profissional do Médico Veterinário, com os Princípios Éticos na 
Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 
(COBEA) e com a legislação vigente, e foram aprovados pela Comissão de Ética para o Uso 
de Animais da Universidade Federal de Viçosa sob o protocolo 26/2016. 


3.2 Caracterização dos materiais 


Os espectros de FTIR foram obtidos na região do infravermelho médio por 
transformada de Fourier em um espectrômetro (660- IR, Varian), usando o método de 
transmissão com porta amostra da Pike e usando KBr como agente dispersante. A morfologia 
e a estimativa do tamanho das partículas, bem como a presença de aglomerados, foram 
analisadas por microscópio eletrônico de varredura (MEV, FEG, Philips). A caracterização 
magnética foi feita utilizando um magnetômetro de amostra vibrante (VSM, mod. 7404, Lake 
Shore), com campo magnético máximo aplicado de 13700 G à temperatura ambiente. 


3.4 Análise da biocompatibilidade dos biomateriais in vivo 


Para o estudo de biocompatibilidade, 3 (três) coelhos da raça Nova Zelândia 
provenientes do Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal 
de Viçosa (UFV), foram escolhidos aleatoriamente para a análise de biocompatibilidade in 
vivo. Os animais tiveram 1 mês para aclimatação e adaptação ao ambiente da coelheira do 
departamento de veterinária (DVT) da UFV, tendo sido alojados em gaiolas individuais, 
recebendo ração duas vezes ao dia e água ad libitum. 

Para se proceder à implantação dos biomateriais, os animais foram sedados usando-se 
uma associação dos fármacos Quetamina e Midazolan por via intramuscular, nas doses de 
12,5 mg/kg e 1 mg/kg, respectivamente. Em seguida, foi realizada a indução e manutenção 
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anestésica usando-se o fármaco inalatório isoflurano em oxigênio 100% administrados por 


meio de máscara. Para cada compósito a ser implantado, foi usado um animal, sendo que 
estes foram implantados cirurgicamente, em quadruplicata, na região dorsal, sendo duas 
craniais, direita e esquerda, e duas caudais, direita e esquerda, entre a fáscia e o tecido 
muscular de cada coelho. Imediatamente antes de serem implantados, cada material, na 
quantidade aproximada de 0,2 mg, foi umedecido com 0,2 mL de solução salina estéril, 
formando uma pasta. 

Em seguida, esta pasta foi moldada em forma de um comprimido de aproximadamente 
5 mm de diâmetro, que foi então implantada conforme descrito anteriormente. Após a 
implantação, os tecidos foram suturados com fio de nylon 3-0 de maneira rotineira. Os 
animais foram submetidos a observações diárias da ferida cirúrgica durante uma semana após 
o procedimento cirúrgico, avaliando-se o grau de reação inflamatória baseado na presença de 
edema e dor. Avaliou-se, ainda, a presença de hemorragia, de secreção purulenta e de 
deiscência de sutura. 

Aos 15, 30, 60 e 90 dias, uma amostra de cada um dos animais foi obtida para 
processamento histológico de rotina (fixação em formol 10%, desidratação, inclusão em 
parafina, microtomia e coloração por hematoxilina-cosina). Foram coletados fragmentos de 
aproximadamente 2x2 cm, contendo pele, tecido subcutâneo, fáscia, tecido muscular e 
biomaterial. Para tal, foi utilizado o mesmo protocolo anestésico da implantação dos 


materiais. As lâminas histológicas foram processadas no laboratório de histopatologia do 
DVT/UFV. Aos 90 dias (última coleta) os animais foram eutanasiados por sobredose 
anestésica e descartados em containers próprios para esta finalidade no setor de necropsia do 
DVT. 

Para a realização da eutanásia, os animais foram sedados com os mesmos 
medicamentos utilizados nos procedimentos cirúrgicos. Em seguida foi administrada uma 
sobre dose de Propofol. A quantidade de medicamento utilizada foi baseada na observação 
dos sinais vitais de cada animal. Após a parada cardiorrespiratória, foram administrados 30 
mL de cloreto de potássio. 

Durante a análise das lâminas de histologia foi descrita a presença do biomaterial, sua 
morfologia, os tecidos e as células em contato com o mesmo, a presença ou ausência de 
cápsula fibrosa e sua espessura, se existente. Outras características também foram avaliadas e 
descritas como hiperemia, infiltrado inflamatório, presença de regiões hemorrágicas, 
infiltração tecidual dentro do biomaterial e evidências de fagocitose. 


4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 Caracterização dos biomateriais 


Na Figura 5 encontram-se os espectros vibracionais na região do infravermelho, na 
faixa de 4000 — 500 em”! e na Tabela 2 o número de onda e as bandas de absorção dos 
biomateriais em estudo, respectivamente. 

Verifica-se nos espectros de infravermelho da Figura 5(a) e na Tabela 2 a presença de 
modos vibracionais da sílica em torno de 726,67; 730 e 1000 e 1100 cm! correspondentes às 
vibrações vo (Si-O-S1) e vao (Si-O-Si), respectivamente. As vibrações originárias da absorção 
de moléculas de água na região de 3400-3500 cm! também foram observadas. Estas 
vibrações indicam a presença de grupos -OH na superfície das NPM's e, também, da água 
remanescente na síntese. Esses grupos “OH se ligam ao sílicio do TEOS e APTS, formam 
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grupos Si-OH. As bandas em torno de 2390 cm”! são referentes a defeitos da SiO, que 
revestem o núcleo magnético das NPMºs. 


ZE E ; y ; 
A O O defeitos da SiO) ué HF Defeitos da SiO2 Si-O-Fe 
o.) 5º E 
ARS S as di (b) Q E) 
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Figura 5. Espetros de FTIR dos biomateriais: (a) Fe30,0SiO,:y (Fy); (b) HAp:Fe;0,0SiO, (HF) e (c) 
HFeFSy,, HFeFSy, e HFeFSys. 
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Tabela 2. Número de onda e bandas de absorção referente aos biomateriais em estudo. 


F HF HFeFSy,. HFeFSy,. HFeFSy, 
Número Banda de Número de Bandade Número de Buda de 
de onda absorção onda absorção onda absorção 
(em!) S (em!) S (em!) S 
2915 CH,-CH; 2908 CH>-CH; 3576 O-H; Si-OH 
2724 CH>-N 2726 CH>-N 2932 CH>-CH; 
2506 CooH 2338 ii da 2353 Deféitosda SO; 
2 
2338 Defeitos da SiO, 1455 CH; 1631 C=0 
1455 o 1387 Pó findi | e c-o 
1370 a o [o BSS GENO, | CHF; 
1303;1251 CH;; C-F 1179 CH; 897 RCH=CH, 
1166 CH.-F; 1098 Si-O-Si 820;839 Benzeno 
1103 C-N; C-F 996: 976 Si-OH 800:767:689 Si-OH 
1043;1001 vaoSi-O-Si 889:840 COo;* 696 PO” 
979:3450 Rs Ná a 839: 805:763 Si-O-Fe 631:598:566 Si-O-Fe 
701,628; 730; ) 
888 RCH=CH, id esto Si-O-Fe 494 Fe-O 
Benzeno 
839 monossubstituido 2908 CH-CH; 
726,67; 730 vo Si-O-Fe 2726 CH,-N 
540 Fe-O e Co-O 


Defeitos da sílica também foram reportados por Vinod et al. (2003) ao estudarem 
polímeros organossilânicos, a banda observada em 2350 cm! foi atribuída a defeitos na 
superfície da sílica. Outra banda fraca de absorção pode ser observada em volta de 1378 em”! 
atribuída à vibração da ligação N-O decorrente do nitrato usado para obtenção das NPMºs, 
grupo este presente no produto da reação de combustão. Vibrações de Fe-O foram observadas 
no espectro da Figura 5(a) em 540 e 568 cm”! confirmando a fase da Fe3O4 no híbrido (Fy). A 
constatação da estrutura core-shell em que, o núcleo magnético é formado pelas NPMºs de 
Fes0, deu-se pela presença de grupos -O-Si-O- em torno de 836; 568 e 540 cm”! que se ligam 
ao Fe formando grupos Fe-Si-O. As demais atribuições observadas nos espectros da Figura 
5(a) são referentes ao fármaco (Araújo et al., 2018). 

Na Figura 6 estão ilustradas as morfologias dos biomateriais em estudo. Para o híbrido 
Fy (Figura 6a), observa-se a formação de aglomerados esponjosos de formato irregular e 
tamanho maiores e menores a 10 um. Estes aglomerados estão interconectados a partículas 
pequenas, nos quais estes se encontram na forma de novelos do fármaco. Na Figura 6(b) está 
ilustrada a morfologia do biomaterial HF, a qual é composta por aglomerados na forma de 
novelos constituídos por partículas pequenas na forma hexagonal que estão interconectadas, 
havendo a formação de pescoço interpartícula. Para os biomateriais HFeFSy,, HFeFSy, e 
HFeFSy; observa-se, de modo geral, a formação de aglomerados esponjosos de formato 
irregular e tamanho maiores que 10 um. Este comportamento é típico de materiais formados 
com glicina (C5HsNO») que durante o processo de síntese de combustão apresenta maior 
liberação dos gases. 

Ressalta-se que, a presença de poros nas amostras é importante para aplicações 
biomédicas ortopédicas, pois favorece a adesão entre o tecido ósseo neoformado e a 
hidroxiapatita sintética, ou seja, favorece a osseointegração. Como reportado anteriormente, a 
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hidroxiapatita atua como facilitadora da regeneração óssea ao redor de implantes, onde a 
mineralização inicia-se pela dissolução de íons cálcio e fosfato. A estrutura porosa da 
hidroxiapatita funciona como um suporte passivo para a neoformação vascular (angiogênese). 
Esta, por sua vez, carreia fatores indutores da aposição óssea e parece fornecer um substrato 
adicional à proliferação do tecido ósseo (Borges, 1998; Rodrigues et al., 2003), permitindo a 
junção, proliferação, migração e expressão fenotípica de células ósseas, o que resulta em 
formação de novo osso, em oposição direta ao biomaterial (Franco et al., 2001; Legeros, 
2002; Perez et al., 2005; Vital et al., 2006). Em outras palavras, a hidroxiapatita age como 
uma estrutura de suporte, como arcabouço, para os osteoblastos e para a adesão do osso (Conz 
et al., 2010; Maia et al., 2010). 


ns; 


Figura 6. MEV dos biomateriais em estudo: a) Fe30,0SiO,:y (Fy); (b) HAp:Fe30,0SiO;, (HF); (c) 
HFeFSy:; (d) HFeFSy, e (e) HFeFSys, 
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Na Figura 7 está ilustrado o comportamento da magnetização (M) em função do 
campo magnético aplicado (HH) por meio do laço de histerese para os biomateriais em estudo. 
Pode-se observar, de forma geral, para todas as histereses, um comportamento típico de 
materiais ferrimagnéticos, com formação de um laço (curva) de histerese bem definido. 
Assim, os compósitos obtidos com cada NPMºs apresentam as mesmas características 
magnéticas das NPM's hibridizadas. 
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Figura 7. Curvas de histerese dos biomateriais: a) Fe30,0SiO»:y (Fy); (b) HAp:Fe30,0SiO;, (HF); (c) 
HFeFSy:;; (d) HFeFSy, e (e) HFeFSys, 


Todos os parâmetros magnéticos (magnetização de saturação - Ms, magnetização 
remanente - Mr, campo coercivo - Hc) determinados a partir da curva de M x H 
(magnetização em função do campo aplicado) estão descritos para todas as amostras na 
Tabela 3. 
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Tabela 3. Parâmetros magnéticos referentes para os biomateriais em estudo, 


Amostra Ms (emu/g) Mr (emu/g) Hc (G) Mr/Ms 
Fy 32,90 7,013 260,32 0,21 
HF 12,81 2,937 256,47 0,23 

HFeFSy, 9,74 2,148 257,34 0,22 

HFeFSy, 18,90 4,200 254,00 0,22 

HFeFeSy; 27,70 6,000 253,00 0,22 


Por meio da Tabela 3 observa-se que a reação de combustão se apresenta como uma 
técnica eficiente para produção de NPM's reprodutíveis, não havendo alterações significativas 
na magnetização, apresentando assim, altos valores de magnetização de saturação, o que é 
adequado para aplicação desses compósitos como carreador de fármaco magnético no 
tratamento da osteomielite. 

Em relação aos compósitos híbridos Fy e HF observa-se que a magnetização de 
saturação se manteve praticamente a mesma, sem nenhuma diferença significativa na 
magnetização em relação as NPMºs empregadas. Ao comparar-se os valores de magnetização 
de saturação (Ms), da amostra HFeFSy nas concentrações de 70:30, 50:50 e 30:70 HAp: 
NPMºs(DS10>, observa-se que, quanto maior a quantidade de NPMºs maiores também os 
valores de Ms. Entretanto, mesmo na maior concentração HAp:NPMºs(DSiO, foi possível 
obter-se hidroxiapatita magnética que apresentou propriedades inerentes a HAp de 
osteocondução e osteointegração. 


4.2 Estudo in vivo 


Nas Figuras 8 e 9 estão ilustrados os cortes histológicos obtidos dos locais da 
implantação dos biomateriais em diferentes tempos de coleta. 


Figura 8. Fotomicrografias aos 30 dias após a implantação dos compósitos contendo Fes04. (A) 
HFeFSy, (70:50); (B) HFeFSy, (50:50). Os compostos podem ser vistos como materiais enegrecidos 
irregulares densos. Observar células gigantes (setas), proliferação fibrosa associada ao tecido 
conjuntivo de transição, com infiltrado inflamatório histiocítico (asteriscos). 
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Após a implantação dos biomateriais, os animais foram submetidos durante uma 
semana à avaliação clínica diária da ferida cirúrgica, na qual se observou o grau de reação 
inflamatória baseado na presença de edema e dor. Avaliou-se, ainda, a presença de 
hemorragia, de secreção purulenta e de deiscência de sutura. Os animais não demonstraram 
sentir dor, já que não houve nenhuma evidencia de que tenham interferido nas feridas 
cirúrgicas. Além disto, não manifestavam desconforto ao serem manipulados e não se 
observou a ocorrência de edema, hemorragia ou deiscência de sutura. Em todos os animais a 
cicatrização das feridas cirúrgicas ocorreu por primeira intensão e estava completa aos 15 dias 
de pós-operatório. 

Os biomateriais foram facilmente identificados durante toda análise histológica como 
um material amorfo, de aspecto granular, acelular e bem definido. A Fe304 foi visualizada em 
tons enegrecidos ou acinzentados sem afinidade pelo corante utilizado (Hematoxilina-Fosina 
ou HE). Já a HAp exibia uma coloração arroxeada, pois esta possui maior afinidade pela 
hematoxilina, fato observado por Vital et al. (2006) e Sepúlveda et al. (2013). Em todas as 
observações o biomaterial interagiu com o tecido circundante (Figuras 8 e 9). Além disso, os 
compostos foram observados no citoplasma das células, evidenciando a ocorrência de 
fagocitose. Não foi observado processo inflamatório com intensidade superior à esperada sob 
condição de implante cirúrgico de um biomaterial e nenhuma evidência de necrose foi 
observada. 


Figura 9. Fotomicrografias aos 60 e 90 dias após a implantação dos compósitos contendo Fes04. (A) 
HFeFSys (30:70), 60 dias ; (B) HF, 90 dias. Observar a organização do tecido ao redor dos fragmentos 
dos biomateriais, sugerindo uma formação fibrosa (asteriscos) com tendência a encapsular as áreas de 
deposição do biomaterial e neovascularização (seta). A cabeça de seta mostra fragmento do 
biomaterial implantado. 


De acordo com Anderson et al. (2008) a resposta inicial à implantação de um 
biomaterial é a observação de um infiltrado inflamatório agudo neutrofílico, presente por até 
uma semana. Fato observado por Ye et al. (2001) após a implantação de HAp no ouvido 
médios de ratos. Após esse período, ocorre então a chamada fase inflamatória crônica. Essa 
resposta é caracterizada pela presença de células da linhagem monocítica, representando um 
processo inflamatório inespecífico, conhecido como reação de corpo estranho (Rezaie et al., 
2015) e está confinada ao local do implante, caso haja biocompatibilidade, como no presente 
estudo. Porém, ao contrário do exposto por Anderson et al. (2008), que descreveram este 
infiltrado como sendo de curta duração (máximo de 2 semanas), neste estudo, o infiltrado 
inflamatório monocítico esteve presente, em alguns animais, até o período de 90 dias (Figura 
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9B). Contudo, a partir dos 30 dias pós implantação, pôde-se notar a redução gradual das 
células inflamatórias, sendo que nas amostras em que o infiltrado inflamatório persistiu até os 
90 dias, ele se apresentou discreto e restrito à pequenos trechos das lâminas. 

Aos 15 dias após a implantação dos biomateriais, além da presença de quantidade 
moderada à intensa de células inflamatórias, foi possível observar infiltração de tecido 
conjuntivo ao redor do biomaterial. Este tecido tinha características de um tecido jovem, rico 
em fibroblastos e vasos sanguíneos, (hiperemia em graus variados). Estes achados são 
característicos da reação normal do organismo ao entrar em contato com um implante, prótese 
ou biomaterial (Anderson et al., 2008) e também foram observados por Carlo et al. (2007) que 
observaram proliferação fibroblástica e formação de tecido fibroso ao redor de partículas de 
HAP implantadas em tecido subcutâneo de cães e também por Sepúlveda et al. (2013) ao 
implantarem HAP em tecido subcutâneo de coelho. Outros autores como Borges et al. (2000), 
Duarte et al. (2006) e Vital et al. (2006) observaram fatos semelhantes e concluíram ser 
normal a formação de tecido fibroso ao redor de partículas de HAP. 

Devido à alta complexidade dos compostos estudados e ao local onde foram 
implantados, ocorreu um estímulo para a formação de células gigantes (Figuras 84 e B), 
provavelmente no intuito de promover sua fagocitose. Segundo Shen e Horbett (2001) quando 
os macrófagos não conseguem promover a fagocitose, eles se diferenciam e se fundem em 
células gigantes de corpo estranho para melhorar a capacidade fagocítica. Um grande número 
de células gigantes em torno de partículas de hidroxiapatita também foi relatado por Carlo et 
al. (2007) 15 dias após a implantação do HAP no tecido subcutâneo do cão. Uma superfície 
complexa pode ser favorável no osso para promover osteocondução (Carlo et al., 2009), no 
entanto, em tecidos moles, a mesma superfície pode causar incômodo mecânico e, portanto, 
encapsulamento como mecanismo de defesa (Sepúlveda et al., 2013). 

Nas amostras coletadas após 15 e 30 dias de implantação, foi possível observar áreas 
de hemorragia além de hiperemia e neovascularização, classificada como sendo de média à 
intensa, corroborando com os estudos de Day et al. (2004) que descreveram a estimulação da 
neovascularização pela HAP quando implantada no tecido subcutâneo. Além disto, a 
neovascularização observada nos locais de implantação era esperada em função do 
mecanismo pelo qual os óxidos de ferro que compõem biomateriais são degradados, bem 
como relacionados à HAP e ao processo de cicatrização. Materiais compostos de óxidos de 
ferro sofrem oxidação no ambiente intracelular, induzindo a formação de radicais livres, e os 
danos à membrana induzidos pelo estresse oxidativo ao qual a célula é submetida promove a 
síntese de prostaglandinas, que induzem neovascularização e ação quimiotática, atraindo mais 
células do sistema imunológico para o local (Abbas et al., 2012). Esta neovascularização é 
essencial para a formação de um tecido de granulação e posterior processo de regeneração 
(Rucker et al., 2006). 

Aos 60 dias após implantação, pode-se observar que a fibroplasia, ainda era 
classificada como de média à intensa, sendo que um começo de organização tecidual podia ser 
notado e também a diminuição considerável do infiltrado inflamatório. Aos 90 dias, a 
fibroplasia foi caracterizada como sendo constituída por um tecido mais organizado, com 
predomínio de fibras colágenas e redução da quantidade de fibroblastos, fato também 
observado por Li et al. (1999), que mediram a espessura da cápsula fibrosa formada ao redor 
de implantes de HA no tecido subcutâneo de ratos, e por Ye et al. (2001). 

A quantidade reduzida de compostos aos 60 e 90 dias também sugere que estavam em 
processo de biodegradação, juntamente com as células gigantes. Comparando 
qualitativamente as amostras, a elaborada predominantemente com Fe304 foi mais visualizada 
aos 90 dias do que os outros compostos. Isto pode sugerir que o tempo necessário para a 
biodegradação completa de Fes0, e HAP seja diferente e que a absorção de FesO 
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provavelmente seja mais lenta. A biodegradação observada nos momentos analisados é uma 
característica desejável para seu uso no reparo ósseo, pois é importante que ocorra de maneira 
controlada, juntamente com a nova formação óssea (Xie et al., 2012). 


5. CONCLUSÕES 


As partículas de Fe;O4 foram sintetizadas com sucesso e associadas ao TEOS e APTS 
formando híbridos Fe304/S1O;» (core-shell), indicando que a técnica de reação de combustão 
foi favorável à obtenção de material reprodutível. A obtenção dos híbridos foi confirmada pela 
presença das bandas características da sílica (-Si-O-) que permitiu a conjugação do fármaco 
ciproflonax evidenciada pela presença de bandas características do fármaco, comprovando a 
eficiência da obtenção do carreador Fe304/SiO». Magneticamente observou-se que os sistemas 
obtidos com a Fes0,, sem e após modificação de superfície e os carreadores, apresentaram um 
comportamento típico de materiais ferrimagnéticos, com formação de histerese bem definida, 
em que o carreador obtido com a FesO4, apresentou magnetização de saturação 8,81%. 
Observou-se também que todas as NPMs possuíram propriedades magnéticas para exibir uma 
resposta magnética suficientemente alta quando expostas a um campo magnético externo para 
direcionar as partículas para um local específico no corpo, sendo adequadas para aplicação 
como carreador de fármaco. 

Os biomateriais analisados no trabalho para apresentação neste capítulo são 
biocompatíveis. Não foram observados sinais histológicos de rejeição pelos tecidos onde 
foram implantados, ou mesmo de toxicidade, sendo que induziram uma resposta inflamatória 
controlada. São degradáveis, entretanto, o período de degradação é maior do que 90 dias. 
Assim, com base nos resultados obtidos, é indicada a avaliação subsequente da regeneração 
Óssea nos casos de osteomielite. 
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Faculdade Pitágoras (PB). 


Hugo Miguel Lisboa Oliveira 


Possui Doutorado em Ciências e Engenharia dos Materiais pela Universidade 
Nova de Lisboa, e possui Graduação em Engenharia Química pela mesma 
universidade. Trabalhou no sector privado, na CERAMED, onde desenvolveu 
trabalho de pesquisa na produção e aumento de escala de quitosana, bem como 
no desenvolvimento de diversos produtos ligados à área biomédica. Esteve 
envolvido em diversos projetos de transferência de tecnologia entre a 
universidade UNL e CERAMED. Tornou-se Professor Adjunto nível | em na 
Unidade Acadêmica de Engenharia de Alimentos da UFCG. Faz pesquisa 
predominantemente nas áreas de modelação, secagem por spray drying e 
reologia. 


Ítallo Campos Gonçalves de Morais 


Graduação em Química Industrial (UFPB, 2014). Mestrado em Ciência e 
Engenharia de Materiais (UFCG, 2018). Doutorado em Ciência e Engenharia de 
Materiais (UFCG, 2021). Tem experiência na área de Química, com ênfase em 
Sintese Orgânica. 


João Baptista da Costa Agra de Melo 


Possui graduação em Engenharia Mecânica pela Universidade Federal da 
Paraíba (1986), especialização em Qualidade e Produtividade pela Universidade 
Federal da Paraiba (1996), especialização em Especialização Em Higiene e 
Segurança no Trabalho pela Universidade Federal da Paraiba (2000) e mestrado 
em Engenharia Mecânica [C. Grande] pela Universidade Federal da Paraíba 
(2001). Atualmente é Professor Assistente da Universidade Federal de Campina 
Grande. 


João José Ponciano 


Graduado em Odontologia pela Universidade Estadual da Paraíba (UEPB-1966), 
especialização em ortodontia (ABEPO-2003), mestrado em Engenharia de 
Materiais pela Universidade Federal de Campina Grande (UFCG-2010), 
aperfeiçoamento em cirurgia oral menor pelo Instituto de Odontologia da 
Paraíba (IOP-2015). 


Joelda Dantas 


Graduação em Engenharia de Materiais (UFCG, 2010). Mestrado e Doutorado em 
Ciência e Engenharia de Materiais (UFCG, 2012 e 2016). Especialização em 
Engenharia de Segurança do Trabalho (Master Educacional, 2016). Pós- 
doutorado PNPD/CAPES no Programa de Pós-Graduação em Energias 
Renováveis (PPGER/UFPB), onde desenvolve pesquisas com ênfase em Materiais 
Aplicados as Energias Renováveis e Conversão da Biomassa em 
Biocombustíveis. Atua na área de Tecnologias Aplicadas aos Nanomateriais, 
Sinteses de pós cerâmicos, Caracterização de materiais, Catálise heterogênea 
(nanocatalisadores magnéticos, óxidos e residuais) e Fotocatálise. 


Kaline Melo de Souto Viana 


Atualmente é Professora Associado Ill e vice-diretora da Escola de Ciências e 
Tecnologia da UFRN. Foi coordenadora do curso de Ciências e Tecnologia entre 
os anos de 2015 a 2019 e vice-coordenadora entre os anos de 2013 a 2015. Atua 
em pesquisa científica na área de Ciências dos Materiais com ênfase em sintese 
de cerâmicas e polímeros para aplicação em biomateriais. Graduada em 
Engenharia de Materiais (2003), Mestre em Engenharia Química (2005) e Doutora 
em Engenharia de Processos (2009), todos pela UFCG. 


Líbia de Sousa Conrado de Oliveira 


Graduação em Engenharia Química (UFPB, 1988). Mestrado em Engenharia 
Química (UFPB, 1994). Doutorado em Engenharia Química (UNICAMP, 2003). 
Atualmente é Professora Associada em Engenharia Química (CCT/UFCG). Tem 
experiência na área de Engenharia Química, com ênfase em Processos 
Bioquímicos, atuando principalmente nos seguintes temas: Recuperação e 
Purificação de Biomoléculas, Fermentação Semissólida e Adsorção. 


Luciana de Barros Correia Fontes 


Possui Graduação em Odontologia (UFPE, 1990), Mestrado em Odontologia 
(Odontopediatria) (UPE, 1997) e Doutorado em Odontologia (Odontopediatria) (UPE, 
2003). Atuou como professora substituta da Disciplina de Odontopediatria (UFPE, 
1998-2000), professora do Curso de Bacharelado em Fonoaudiologia da Fundação 
de Ensino Superior de Olinda, (Funeso-Unesf, 2001-2010) e professora do 
Departamento de Odontologia (UEPB, 2004-2014). Atualmente, é professora do 
Departamento de Clínica e Odontologia Preventiva da UFPE. 


Marcelino Guedes de Lima 


Graduação em Odontologia (URNe, 1982), Mestrado em Odontologia (Cirurgia e 
Traum Buco-Maxilo Facial) (PUCRS, 1985) e Doutorado em Ciência e Engenharia 
de Materiais (UFCG, 2013). Atualmente é professor titular da Universidade Estadual 
da Paraiba, odontólogo da Federação das Indústrias do Estado da Paraíba (PB), 
especialista em cirurgia e traumatologia - Clínica, Pronto Socorro Infantil e 
Hospital Geral, Governo do Estado da Paraíba e cirurgião do Hospital Pedro |. Tem 
experiência na área de Odontologia, com ênfase em Cirurgia Buco-Maxilo-Facial, 
atuando principalmente nos seguintes temas: cirurgia odontológica, 
aprofundamento cirúrgico, anestesia, hidroxiapatita e métodos de síntese. 


Marcus Vinícius Lia Fook 


Graduação em Engenharia Química (UFPB, 1983), Mestrado em Química (UFPB, 
1999) e Doutorado em Química (UNESP, 2005). Atualmente é professor associado Ill 
da UFCG, sócio - slabo da Sociedade Latino Americana de Biomateriais e Órgãos 
Artificiais, presidente da slabo da Sociedade Latino Americana de Biomateriais e 
Órgãos Artificiais, participa como representante da rebrats do Ministério da 
Saúde, membro do comitê gestor nacional harpya da Fundação Oswaldo Cruz e 
coordenador do laboratório CERTBIO - UAEMa - UFCG. Tem experiência na área de 
Química, com ênfase em Biomateriais, atuando principalmente nos seguintes 
temas: biomateriais, controle de qualidade, produtividade, hidroxiapatita e 
borracha. 


Possui ensino médio e segundo grau pela Escola de Referência em Ensino Médio 
de Timbaúba (2013). Atualmente, é aluno de graduação do curso de Engenharia de 
Materiais da UFCG, possuindo experiência na área de Engenharia de Materiais e 
Metalúrgica, sintese de materiais cerâmicos e biomateriais. 


Possui Graduação em Licenciatura Plena em Química (UEPB, 2009), Mestrado e 
Doutorado em Ciência e Engenharia de Materiais (UFCG, 2013 e 2017). Atualmente é 
gestora Escolar na ECI Escritor Virginius da Gama e Melo, sendo servidora pública 
em caráter efetivo no cargo de professora de química de Educação Básica (Classe 
3E II), com lotação na Secretaria de Estado da Educação. Possui experiência como 
pesquisadora no desenvolvimento de Biomateriais no LabSMaC- UFCG, 
examinadora em bancas de Mestrado e Doutorado em pesquisas relacionadas ao 
desenvolvimento de biomateriais. 


Pollianna Muniz A 


Possui Graduação em Odontologia (UEPB, 2003), Mestrado em Diagnóstico Bucal 
(UFPB, 2005), Doutorado em Patologia Oral (UFRN, 2009). Atua como Professora 
Doutora C (Adjunto) da UEPB, das disciplinas de Patologia Geral e Patologia Oral 
no curso de Odontologia. Professora do Programa de Pós-graduação em 
Odontologia da UEPB (Nível Mestrado e Doutorado), atuando na linha de pesquisa 
"Alterações do sistema estomatognático". Experiência na área de Odontologia, 
com ênfase em Estomatologia e Patologia, atuando principalmente nos seguintes 
temas: imunoistoquíimica, biocompatibilidade, câncer bucal, lesões bucais e 
fitoterapia. 


Possui Graduação em Licenciatura em Química (UEPB, 2008), Graduação em 
Engenharia Agricola (UFCG, 2013), Mestrado e Doutorado em Ciência e Engenharia 
de Materiais (UFCG, 2011 e 2015). Atua na área de Biomateriais. 


Raphael da Silva Eduardo 


Possui Doutorado, Mestrado e Graduação em Engenharia Química pela UFCG, com 
projetos na área de engenharia bioquímica e nanotecnologia, voltadas para a 
imobilização de enzimas em partículas magnéticas, e no desenvolvimento de 
catalisadores heterogêneos aplicados à reação de Fischer-Tropsch. Estagiou na 
Companhia de Bebidas das Américas (AmBev), Filial Paraíba, na área de Qualidade 
Assegurada, com projeto e atividades voltados para a gestão dos produtos não 
conformes e qualidade de recebimento de materiais. Licenciado em Quimica pela 
Faculdade Cruzeiro do Sul, e atualmente cursando Especialização em Ensino de 
Ciências e Matemática pelo IFPB, é professor efetivo (servidor público) de química 
de nível básico (médio) da 3º Regional de Ensino da Secretaria de Estado de 
Educação, Cultura e Tecnologia da Paraíba. 


Renally Gomes Araújo 


Possui Graduação em Engenharia de Materiais UFCG (2017) e ensino médio e 
segundo grau pelo Colégio Alfredo Dantas (2008). Tem experiência na área de 
Engenharia de Materiais e Metalúrgica e Biomateriais. 


Rosemary Cunha de Oliveira Ponciano 


Possui Graduação em Odontologia pela Universidade Estadual da Paraíba (1996), 
Mestrado em Ciência e Engenharia de Materiais pela Universidade Federal de 
Campina Grande (2010), Especialização em Implantodontia pelo Instituto Paraibano 
de Odontologia (2017) e Doutorado em Ciência e Engenharia de Materiais pela 
Universidade Federal de Campina Grande (2021). 


Rossemberg Cardoso Barbosa 


Pós-doutorado em Biomateriais (PNPD/UFCG), Doutorado em Ciência e Engenharia 
de Materiais (UFCG, 2011), Mestrado em Ciência Veterinária (UFRPE, 2005) e 
Graduado em Medicina Veterinária (UFCG, 2002). Atuou como pesquisador do 
Laboratório de Avaliação e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste 
(CERTBIO-UFCG). Tem experiência nas áreas de Ciência Veterinária, Patologia e 
Toxicologia Animal; Engenharia de Materiais com ênfase em Biomateriais 
Poliméricos, Compósitos e Engenharia de Tecidos. 


Samuel Brito Ferreira Santos 


Engenheiro Químico (UFCG). Estagiou na EMBRAPA Algodão, com pesquisa em 
Métodos Analíticos Instrumentais (Eletroanalítica e Imagens Hiperespectrais por 
Espectroscopia no Infravermelho Próximo - NIR). Atua na área de Adsorção, pelo 
Laboratório de Engenharia Bioquímica (LEB/UFCG), e Ciência dos Materiais, pelo 
Laboratório de Sintese de Materiais Cerâmicos (LabSMaC/UFCG), com ênfase na 
sintese, caracterização e avaliação de biomateriais. 
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